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SUMMARY 
 
                                                                                                                                   Summary 
 
Hepatitis E, an enteric transmitted disease caused by hepatitis E virus (HEV), is 
responsible for large epidemics and sporadic outbreaks in endemic regions with low levels 
of hygiene and inadequate water supplies. Lately, the number of reported human 
autochtonous cases has increased in industrialized countries and a widespread distribution 
of the infection in the European swine population has also been suggested. HEV swine and 
human strains are genetically very similar which has raised the hypothesis of a zoonotic 
potential for the virus. This fact has been further confirmed after viral detection on pig´ s 
livers sold in local markets in Europe and U.S. and the description of humans cases after 
consumption of contaminated uncooked pork and deer meet. All these data highlight the 
need for better surveillance of viral activity in human and animal populations and, 
consequently, for more accurate specific tools to address it. 
In this work, different recombinant forms of the open reading frame 2 (ORF2) 
capsid protein of HEV have been expressed in the baculovirus and the vaccinia virus 
systems. Both proteins, the complete ORF2 and a truncated form of it lacking the first 111 
amino acids of the N-terminal, were efficiently produced and further characterized in both 
expression systems. Microscopy experiments showed that, in mammalians cells infected 
with the recombinant vaccinia virus generated, the complete form could be observed in the 
cell surface, the endoplasmic reticulum and the Golgi apparatus, while the truncated form 
was localized at the endoplasmic reticulum. Both proteins can be N-glycosylated, although 
the glycosylation pattern observed was different in the two heterologous systems used. The 
generated proteins were used to set up an ELISA test for detection of specific anti-HEV 
antibodies. Best results were obtained with the partially purified truncated form of ORF2 
obtained upon infection of insect larvae. The developed ELISAs presented a good 
specificity and sensitivity both with human and porcine sera and were further validated 
using a commercial kit. Once optimized, the ELISA was used, in combination with HEV-
RNA detection by RT-PCR, to analyze the seroprevalence of HEV in over 1400 swine 
serum samples from different farms and regions across Spain. The results showed a 
widespread of HEV infection in the country, 20,4% of the animals tested were IgG positive 
and 18% of them had HEV-RNA in blood. Over 80% of the farms analyzed had, at least, 
one anti-HEV IgG positive animal and in half of them the infection was active, at least one 
animal was HEV-RNA positive. Analysis of the immunogenic capability of the generated 
recombinant proteins demonstrated that all of them elicited specific antibodies on all 
immunized mice. Immunization was passively transferred to the offspring both by 
intrauterine and lactation routes, as shown by the presence of specific antibodies in 
newborns of immunized mothers. Immunogenicity of the proteins was further applied to 
the generation and characterization of murine monoclonal antibodies. 
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La hepatitis E es una enfermedad de transmisión entérica originalmente detectada 
en regiones tropicales y subtropicales con malas condiciones sanitarias e inadecuadas 
fuentes de agua potable, en donde es considerada endémica. Hasta hace poco, la mayoría 
de los casos detectados en regiones industrializadas se relacionaban con las llamadas 
“enfermedades del viajero”, pero en los últimos años cada vez se describen más casos de 
origen autóctono. El agente causal es el virus de la hepatitis E (VHE). Su presencia  en 
animales domésticos y silvestres, especialmente en cerdos, y la elevada similitud genética 
de los aislados de estos animales con las cepas humanas de una misma región geográfica, 
han puesto de manifiesto la posible transmisibilidad del VHE entre diferentes especies 
animales y por tanto, la posibilidad de que la hepatitis E sea una zoonosis. 
 
1. ANTECEDENTES HISTÓRICOS 
En 1957 Viswanathan y colaboradores (239) documentaron una epidemia de 
hepatitis que afectó a unas 29.000 personas en Delhi entre los años 1955 y 1956 y que al 
parecer tuvo lugar por una contaminación fecal del agua. Otra epidemia similar tuvo lugar 
en el valle de Kashmir en 1979. Estudios serológicos llevados a cabo en 1980 por Khuroo 
y colaboradores (115) utilizando muestras congeladas de estas dos epidemias ocurridas en 
la India, pusieron de manifiesto la existencia de un agente viral de transmisión entérica 
responsable de producir una hepatitis distinta a la hepatitis A, que fue originalmente 
denominada hepatitis de tipo no-A, no-B y que con posterioridad pasó a denominarse 
hepatitis E. 
El agente causal de la hepatitis E fue descrito por primera vez por Balayan y 
colaboradores en 1983 (15) gracias a la participación de un voluntario que ingirió una 
preparación obtenida de pacientes con hepatitis diagnosticadas como de tipo no-A, no-B. 
El voluntario desarrolló una hepatitis aguda, sin presentar anticuerpos frente a hepatitis de 
tipo A ni B. Por microscopía electrónica se identificaron partículas de tipo viral (VLP, del 
inglés viral like particles) en sus heces y se observó una respuesta inmune humoral frente a 
estas partículas. Además se consiguió reproducir la infección en primates (Macacus 
cynomolgus) tras su inoculación con las partículas virales aisladas del voluntario. 
En 1990 Reyes y colaboradores (190) consiguieron aislar y secuenciar parcialmente 
el genoma del virus, si bien no fue hasta un año después en que Tam y colaboradores (221) 
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lograron la secuencia genómica completa del mismo. El agente etiológico fue denominado 
con posterioridad como virus de la hepatitis E, VHE (124). 
 
2. EL VIRUS DE LA HEPATITIS E (VHE) 
 2.1 Clasificación taxonómica 
Tras la detección original del virus por microscopía electrónica (15) se estableció, 
mediante análisis de hibridación (190), que se trataba de un virus ARN al que inicialmente 
se clasificó erróneamente dentro de la familia Picornaviridae (15). Posteriormente y hasta 
1998 basándose en similitudes morfológicas, estructurales y fisicoquímicas, el virus se 
clasificó como un género separado dentro de la familia Caliciviridae (190). Sin embargo 
análisis filogenéticos posteriores de regiones de la ARN helicasa y de la ARN polimerasa 
dependiente de ARN mostraron una mayor relación con el virus de la rubeola, familia 
Togaviridae, género Alphavirus y con un virus de plantas, el Beet Necrotic Vein Virus, 
familia Togaviridae, género Furovirus (67, 123) y se excluyó de la familia Caliciviridae 
(19), clasificándose en un género independiente denominado “virus similares al de la 
Hepatitis E” (183). Actualmente se incluye en la familia Hepeviridae, género Hepevirus, 
del que es el único representante (55). 
 2.2 Estructura y organización genómica 
La partícula vírica del VHE es esférica y pequeña, de unos 27-34 nm de diámetro 
(15). El virión carece de envuelta, tiene simetría icosaédrica y presenta depresiones en la 
superficie similares a las de los calicivirus (4, 126, 226). 
El genoma del virus está constituido por una única molécula de ARN de polaridad 
positiva de unos 7.200 nucleótidos (nt) de longitud que codifica tres marcos de lectura 
abierta superpuestos, ORF (del inglés, open reading frame) (190, 221). 
En el extremo 5´ se localiza una región de unos 27-35 nt que no se traduce a 
proteína, 5´ NTR (del inglés non-translated region) (Figura 1), con una caperuza en su 
extremo (107). Las reacciones enzimáticas de catalización de la caperuza ocurren de 
manera diferente a lo descrito para células eucariotas recordando, sin embargo, a las que 
tienen lugar en la superfamilia de los virus tipo alfavirus (142, 248). 
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A continuación de la región 5´NTR se localiza el primer marco de lectura abierta, 
ORF1, que se extiende 5.079 nt hacia el extremo 3´. Este gen codifica una poliproteína de 
1.963 aminoácidos que contiene las proteínas no estructurales del virus con actividad 
enzimática involucradas en los procesos de replicación viral, transcripción y procesamiento 
proteico (104, 123). De esta forma, desde el extremo N-terminal al C-terminal de la 
poliproteína se encuentran: una metil-transferasa (M), un dominio Y de función 
desconocida (Y), una cisteín-proteasa del tipo de la papaína (P), una región de elevada 
variabilidad rica en prolina (Hy, P), otro dominio de función desconocida llamado X (X), 
una helicasa (H) y una ARN polimerasa dependiente de ARN (R) (Figura 1). 
 
 
Figura1.: Representación esquemática de la organización genómica del VHE [Adaptado de 
referencias (40, 199, 248)]. 
 
A continuación se sitúa el ORF3, de 369 nt, que codifica la proteína más pequeña 
del virus, de 123 aminoácidos, con un tamaño estimado de unos 13,5 kDa (Figura 1). Se 
localiza justo en el extremo 3´ de ORF1, solapando ambos genes en un nucleótido (221). 
Se trata de una proteína no glicosilada que está fosforilada en el aminoácido Serina-80 y 
que se asocia con el citoesqueleto hepatocelular (255) formando un complejo con la 
proteína de la cápsida del virus, ORF2 (235). Este hecho hace pensar que ORF3 puede 
servir como anclaje al citoesqueleto para el ensamblaje de las partículas virales, ya que en 
su extremo N-terminal posee una región rica en cisteínas capaz de unir ARN (104). 
También se postula que esta proteína pudiera tener funciones reguladoras implicadas en la 
modulación de la señalización celular (57). Esta hipótesis se sustenta en la existencia de un 
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dominio rico en prolina que se une a ciertos dominios SH3 (del inglés, src-homology) (15), 
presentes en algunas proteínas celulares (254) involucradas en señalización celular (57). La 
proteína ORF3 presenta también epítopos neutralizantes en su región 3´ (221).  
La siguiente región del genoma corresponde al ORF2, el cual se extiende a lo largo 
de 1.980 nt y solapa por su extremo N-terminal en 328 nt con ORF3 (Figura 1). ORF2 
codifica la proteína principal de la cápsida viral, de unos 660 aminoácidos (221). 
Experimentos in vitro sugieren que ORF2 se sintetiza como un precursor glicoproteico de 
unos 88 kDa, que luego se procesa para dar lugar a la proteína madura. El precursor posee 
un posible péptido señal en su extremo N-terminal para su direccionamiento al retículo 
endoplasmático, donde sería procesado y tres sitios potenciales de glicosilación (104, 254), 
característica común en las proteínas de superficie de virus con envuelta, pero no en 
proteínas de la cápsida de virus que carecen de ella (248). Basándose en estos datos se ha 
sugerido que la proteína sufre una translocación a través del retículo endoplasmático y que 
se localiza tanto intracelularmente como en la superficie celular (248, 254). La proteína 
ORF2 es la más inmunogénica del virus, presentando epítopos que inducen anticuerpos 
neutralizantes localizados principalmente cerca del extremo carboxilo (221). 
El genoma del virus termina en una región pequeña que no se traduce a proteína, 
3´NTR, de unos 65 nt (Figura 1) y que se localiza justo antes de una cola de poli-A (221). 
2.3 Replicación y ciclo viral  
Dado que no existe un sistema eficaz de cultivo celular del virus actualmente se 
desconoce el ciclo biológico del mismo así como sus mecanismos de replicación. En 
cualquier caso, se postula que estos mecanismos son probablemente muy similares a los de 
otros virus ARN de polaridad positiva (189). Estas teorías se han visto reforzadas por la 
evidencia de la presencia de intermediarios de la replicación, como son las cadenas ARN 
de polaridad negativa, encontradas en hígados de monos Rhesus y de cerdos infectados 
experimentalmente (151, 162). Estos hallazgos sugieren fuertemente que el virus replica en 
células hepáticas. Sin embargo, y dado que también se ha detectado la cadena negativa de 
ARN del virus en tejidos y órganos distintos del hígado (143, 245), posiblemente exista 
también una replicación extra-hepática. 
Recientemente se ha generado un clon infeccioso de VHE de genotipo III que se 
propaga con relativa eficiencia en cultivos celulares y que puede convertirse en una 
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herramienta fundamental para el conocimiento de los mecanismos de replicación del VHE 
(251). 
2.4 Variabilidad genómica 
El VHE se mantiene en general genómicamente estable. Los aislados virales de un 
mismo brote epidémico presentan una gran similitud en sus secuencias genómicas. 
Estudios realizados mediante el pase seriado del virus en animales no han mostrado 
variaciones en el genoma (13, 248). Sin embargo y a pesar de esta estabilidad genómica, 
también hay datos que apoyan la naturaleza de quasiespecies del VHE (74). Por otra parte, 
los aislados de diferentes zonas geográficas presentan algunas diferencias genómicas. 
Basándose en esta heterogeneidad, el VHE se clasifica dentro de cuatro genotipos 
diferentes, que se denominan: genotipos I, II, III y IV (140, 200, 202, 221, 243) (Figura 2). 
 
                  
Figura2.: Representación de la distribución mundial de los diferentes genotipos del VHE [Adaptado de 
referencia (172)]. 
El genotipo I se distribuye principalmente en Asia y África. A este grupo 
corresponden aislados epidémicos de regiones en vías de desarrollo, en donde el virus se 
considera endémico, tales como el aislado de Birmania, Bur-82 (221), que es el prototipo 
del grupo. Este genotipo es el que presenta más similitud de secuencias entre cepas 
distintas y en la actualidad se clasifica en cinco subtipos: 1a-1e. (140). 
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El genotipo II es el grupo en el que existen menos secuencias descritas. 
Corresponde a aislados de México, Nigeria y Chad y en la actualidad se divide en dos 
subtipos, el 2a y el 2b (140). 
El genotipo III agrupa cepas bastante diversas de regiones consideradas hasta hace 
poco tiempo como no endémicas. Son fundamentalmente cepas de E.E.U.U., Argentina, 
países europeos como España, Italia o Grecia, y países asiáticos, como China y Japón. En 
la actualidad se divide en diez subtipos, a saber, 3a-3j (140).  
El genotipo IV agrupa cepas de Asia, principalmente de China, aunque  también se 
han descrito en Taiwán, Japón, Vietnam, India e Indonesia. Actualmente se divide en siete 
subtipos: 4a-4g (140). 
Hasta muy recientemente los genotipos I y II se habían detectado exclusivamente 
en humanos, a diferencia de los genotipos III y IV, que pertenecían a cepas de origen tanto 
humano como porcino; sin embargo, hace poco se ha descrito una cepa porcina en 
Camboya que pertenece al genotipo I (34).  
A pesar de la relativa diversidad genómica de las diferentes cepas, en la actualidad 
se acepta generalmente la existencia de un único serotipo del VHE. 
En 2001, Haqshenas y colaboradores (81) identificaron y caracterizaron 
genéticamente un nuevo virus relacionado con el VHE a partir de la bilis de gallinas que 
padecían el síndrome de hepatomegalia-esplenomegalia (HSS, del inglés, hepatomegaly-
splenomegaly syndrome). Basándose en similitudes de organización genómica y de 
identidad de secuencias con el VHE detectado en humanos y cerdos, se le denomina VHE 
aviar y se le ha clasificado provisionalmente como un posible genotipo V. 
  
3. LA HEPATITIS E 
3.1 Características clínicas 
La hepatitis E presenta unas características clínicas y epidemiológicas similares a 
las de la hepatitis A aguda. Tal y como se ha comentado anteriormente, el curso clínico de 
la infección se describió por primera vez en un voluntario humano que ingirió una 
preparación procedente de las deposiciones de 9 pacientes con hepatitis de tipo no-A, no-B 
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(15). El periodo medio de incubación es de unas 6 semanas, aunque puede variar de 2 a 10 
semanas (15, 41, 124, 239). 
Como en cualquier hepatitis, tras la infección se observa una variación de los 
niveles normales de las proteínas y enzimas hepáticas. Se detecta bilirrubinuria (presencia 
de bilirrubina en la orina), un incremento variable en el suero de la bilirrubina, un marcado 
incremento en sangre de la enzimas hepáticas, como la alanina-aminotransferasa (ALT), la 
aspartato-aminotransferasa (AST) y actividad de la gamma-glutamiltransferasa (GGT), y 
un incremento medio de la actividad de la fosfatasa alcalina (FA). El incremento de las 
transaminasas no está proporcionalmente relacionado con la severidad del daño hepático y 
suele preceder a la aparición de los síntomas (4, 115, 264). Los valores enzimáticos 
retornan a la normalidad entre dos y seis semanas después de la infección (115). 
La excreción de virus en las heces comienza aproximadamente una semana antes de 
la aparición de los síntomas y continúa durante más de 2 semanas (3, 41, 248). El ARN del 
virus se detecta también en suero y bilis a los pocos días de la infección llegando a 
detectarse en sangre hasta 40 días después del comienzo de los síntomas (216, 227) (Figura 
3). 
Las manifestaciones clínicas de la infección son variables, incluyendo hepatitis 
ictérica, hepatitis severa con desarrollo de fallo hepático fulminante (FHF) y hepatitis no 
ictérica, si bien en muchos casos la infección es asintomática (126). 
La hepatitis aguda ictérica se caracteriza por un pródromo de la enfermedad similar 
al de la gripe, con malestar general, dolor abdominal, fiebre, náuseas y vómitos. También 
puede observarse anorexia, artralgias, astenia, heces de color arcilloso, orina de color 
oscuro, diarrea, prurito, exantemas cutáneos e ictericia (115, 126, 239, 264). En algunos 
pacientes puede llegar a desarrollarse colestasis (126). La enfermedad normalmente se 
resuelve en un periodo de 1 a 4 semanas, pudiendo prolongarse en algunos casos hasta 6 
meses sin que existan evidencias clínicas de que la enfermedad pueda llegar a ser crónica 
(247). Sin embargo cabe destacar que recientemente se han publicado algunos trabajos en 
los que se presentan evidencias bioquímicas, histológicas y genéticas de infección crónica 
por el VHE en pacientes trasplantados, como son la elevación persistente de las 
transaminasas, viremia persistente e inflamación progresiva y fibrosis hepática (40, 78, 
108). 
Introducción 
10 
       
Figura 3.: Representación del curso clínico de la infección por el VHE (modificado de 
httpp://www.cdc.gov). 
 
La tasa de mortalidad oscila entre el 0,2 y el 3%, aunque en mujeres embarazadas 
puede superar el 20% (39, 182). Esta tasa aumenta con el avance del embarazo pudiendo 
llegar a duplicarse durante el tercer trimestre de gestación (115, 117). La elevada 
mortandad en mujeres embarazadas se asocia a la elevada incidencia de fallo hepático 
fulminante (FHF), complicado con encefalopatía y coagulación intravascular diseminada. 
Se estima que el 60% de las mujeres embarazadas infectadas con el VHE desarrollan FHF 
(117, 209), y que la tasa de mortalidad temprana neonatal debida a aborto espontáneo es de 
alrededor del 33% (182). 
En pacientes con enfermedades hepáticas crónicas la infección con el VHE puede 
desencadenar una descompensación hepática grave y originar encefalopatía hepática y fallo 
renal (128, 156). La tasa de mortalidad en estos pacientes puede llegar a ser del 70% (47). 
3.2 Tratamiento y vacunas 
En la actualidad no existe un tratamiento específico para la hepatitis E, ni se 
dispone de vacunas comerciales para la prevención de la infección con el VHE. 
En modelos animales, primates no humanos, se ha logrado una inmunización pasiva 
a través de la administración de sueros de fase convaleciente (233); sin embargo, en 
humanos, los primeros estudios de administración de inmunoglobulinas obtenidas de 
habitantes de regiones endémicas para el VHE no tuvieron éxito (116). Cabe resaltar que 
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estos estudios se llevaron a cabo con plasma que no había sido previamente seleccionado, 
de forma que son necesarios más estudios para poder establecer el papel real de las 
inmunoglobulinas en la profilaxis de la enfermedad. 
En cualquier caso, uno de los inconvenientes para el desarrollo de vacunas y 
fármacos específicos, es el hecho de que los únicos modelos válidos de experimentación 
animal son los primates no-humanos, principalmente macacos cangrejeros (Macaca 
fascicularis) y Rhesus (Macaca mulatta) y, en menor medida, chimpancés (Pan 
troglodites) y tamarinos (Saguinus mystax) (61, 152, 172). Aunque la infección 
experimental también se ha conseguido reproducir en ratas de laboratorio (143) y se ha 
descrito la infección experimental de ratones desnudos que carecen de timo, es decir, con 
el sistema inmune deprimido (92), los ratones de uso habitual en experimentación no 
parecen ser susceptibles a la misma (133). Los cerdos son también susceptibles a la 
infección experimental con aislados humanos o porcinos (16), pero en ellos la enfermedad 
cursa de modo asintomático. Recientemente también se ha descrito la infección 
experimental de corderos con aislados humanos (236). 
Como hasta la fecha no existe un sistema de cultivo productivo eficaz para el VHE, 
el desarrollo de vacunas basadas en virus vivo atenuado, o inactivado, no es viable. Por 
ello las posibles vacunas que se están desarrollando se basan en el uso de proteínas 
recombinantes o de ADN recombinante (82, 84, 109, 110). 
Contrariamente a lo que ocurre con la proteína ORF2 los anticuerpos desarrollados 
contra ORF3 se encuentran principalmente en sueros de fase aguda de la infección con el 
VHE y son específicos de cepa (71, 249). Por este motivo, y dado que la mayoría de los 
epítopos inmunodominantes descritos se localizan en ORF2, es esta proteína la que se está 
utilizando para el desarrollo de vacunas con proteínas recombinantes (249). 
La proteína ORF2 completa o péptidos de ella, se ha expresado en células 
bacterianas (99, 136, 185, 260), de insecto (148, 191, 259), de mamífero (104), de 
levaduras (228, 229) y de plantas (242, 263). En la mayoría de los casos, la vacunación en 
animales de experimentación con este tipo de proteínas recombinantes genera la 
producción de anticuerpos específicos, muchos de ellos de carácter neutralizante. Estos 
anticuerpos confieren protección frente a la infección con el VHE, mimetizando lo que 
ocurre con las infecciones naturales, en las que se induce la producción de anticuerpos que 
protegen frente a nuevas infecciones del virus (28). 
Introducción 
12 
La infección experimental de primates no humanos induce anticuerpos 
neutralizantes que protegen frente a sucesivas infecciones con virus homólogos y 
heterólogos (8, 9). Aunque se ha descrito que la vacunación puede ser efectiva frente al 
desafío con virus homólogos y heterólogos (232), la mayoría de las vacunas ensayadas sólo 
protegen contra infecciones con virus homólogos (110, 185). Sin embargo, en muchos 
casos, la vacunación inhibe el desarrollo de la enfermedad, es decir, no se observan signos 
clínicos ni histopatológicos aunque se produce replicación del virus puesto que, aún con 
títulos bajos, éste se excreta en las heces (99). 
Los datos obtenidos hasta la fecha indican que los mejores candidatos vacunales 
son los inmunógenos desarrollados en células de insecto infectadas con baculovirus 
recombinantes (125, 134, 208). Así, se han llevando a cabo ensayos de inmunización con 
VLP obtenidas de forma espontánea tras la expresión de una forma truncada de la proteína 
ORF2 en un sistema de baculovirus recombinante. Estas VLP del VHE generan una 
respuesta inmune y protegen frente al desarrollo de la enfermedad. Además pueden ser 
administradas oralmente (134). En los últimos años se está ensayando en humanos una 
vacuna basada en una de estas formas truncadas de la proteína ORF2 expresada en células 
de insecto. Esta vacuna ha superado con éxito la segunda fase del ensayo de vacunación en 
un grupo de voluntarios humanos (soldados nepalíes) realizado durante un brote 
epidémico, dado que se obtuvieron protecciones del 95% (208). Queda por determinar la 
duración de la protección, la seguridad de su uso en mujeres embarazadas y niños y la 
relación coste-efectividad fundamentalmente en regiones en vías de desarrollo, que son las 
más susceptibles a padecer epidemias (125). 
3.3 Epidemiología 
La hepatitis E se asocia tanto con casos esporádicos como con brotes epidémicos. 
La duración de las epidemias es variable, llegando incluso a prolongarse durante 
años. La mayoría de las epidemias de hepatitis E tienen su origen en la contaminación fecal 
del agua y, consecuentemente, de los alimentos; por esta razón, las regiones donde el VHE 
es endémico, con bajos índices de desarrollo e inadecuadas condiciones higiénicas, de 
potabilización de aguas destinadas al consumo humano, tratamiento de aguas residuales y 
de las destinadas a la irrigación de cultivos, son las más susceptibles de sufrir epidemias de 
hepatitis E. A estos factores hay que sumar el clima ya que, en muchas ocasiones, se ha 
observado una correlación entre las inundaciones producidas por las lluvias tropicales y la 
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aparición de epidemias, a lo que también contribuyen las épocas de sequía tan 
características de climas tropicales y subtropicales. De hecho, en épocas de sequía también 
se han documentado epidemias dado que la disminución del volumen del agua de los ríos 
también puede incrementar los riesgos de infección (38, 160) posiblemente por una mayor 
concentración de partículas infecciosas. 
Como se ha comentado con anterioridad, el VHE se considera endémico en 
regiones de Asia, Oriente Medio, África y América central (57, 200, 201), donde se han 
descrito varias epidemias de hepatitis E. Una de las regiones con más casos acontecidos es 
la India. El primer brote documentado corresponde al ocurrido en Delhi entre los años 
1955 y 1956, con 29.000 casos (239). Con posterioridad ocurrió otro en el valle de 
Khasmir, entre 1978 y 1979 (115), y otro en Kampur, en 1991, con 80.000 casos (100). 
China también sufre epidemias frecuentes. Hasta la fecha se han reportado once grandes 
brotes siendo el de mayor magnitud el que tuvo lugar entre 1986 y 1988, que originó más 
de 119.000 casos con 700 muertos. África es también una zona de alta incidencia. Así, en 
Somalia, se documentó una epidemia en 1988 a lo largo del río Shebeli que duró hasta 
1989, y causó 11.413 casos de hepatitis ictérica y 146 muertos (21, 158). Una de las más 
recientes tuvo lugar en Dafur (Sudán), en 2004, en un campamento de refugiados de 
guerra, con más de 2.600 casos (76). La última epidemia documentada tuvo lugar en el 
norte de Uganda a finales del 2007, con más de 8.000 afectados y 121 muertos 
(www.afrol.com/articles/30656). 
Los brotes esporádicos también son frecuentes en áreas endémicas. Por ejemplo, se 
estima que en India, entre el 50% y el 60% de los casos esporádicos de hepatitis se deben a 
una infección por el VHE (210). Probablemente la mayoría de estos casos tengan también 
un origen en la contaminación fecal de aguas o alimentos.  
En todos los casos, los genotipos responsables de los brotes epidémicos son el I y el 
II. Los genotipos III y IV también están presentes en regiones endémicas con bajos índices 
de desarrollo, pero en estas regiones solamente son responsables de brotes esporádicos y 
afectan fundamentalmente al ganado porcino. 
Otra de las características epidemiológicas de la hepatitis E es su incidencia en 
forma de brote esporádico en regiones industrializadas donde tradicionalmente no se ha 
considerado endémica. Hasta hace poco tiempo estos casos, que tenían una incidencia muy 
baja, se asociaban con viajes a regiones donde el virus es endémico. Sin embargo entre 
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1986 y 1999 sólo se han documentado 161 casos que hayan podido tener un origen 
relacionado con un viaje a una zona endémica (181, 247). En la actualidad se acepta que la 
adquisición local del virus en regiones industrializadas es un hecho. En las últimas décadas 
los casos documentados de este tipo se han visto incrementados no tanto por una mayor 
incidencia del virus en regiones industrializadas, sino, probablemente, por un mayor 
conocimiento del mismo y, por tanto, una mayor disponibilidad de herramientas de 
detección del virus y diagnóstico de la enfermedad. 
3.4 Transmisión 
Como ya se ha comentado con anterioridad, la principal ruta de transmisión del 
virus es la fecal-oral, fundamentalmente a través del consumo de aguas y alimentos 
contaminados, por lo que la mayoría de las epidemias del VHE se asocian con la 
contaminación fecal de agua. Las condiciones más óptimas para su transmisión se dan 
cuando las aguas residuales entran en contacto con el agua potable, lo que es frecuente en 
épocas de fuertes lluvias que provocan inundaciones, tal y como ocurrió en la epidemia de 
Delhi en los años 50, donde las filtraciones de las tuberías pusieron en contacto el agua 
potable con suelos contaminados y aguas residuales (239). El hacinamiento de personas en 
condiciones higiénicas que no son las adecuadas, como suele ocurrir en campos de 
refugiados y suburbios urbanos, también incrementa los riesgos de epidemias al aumentar 
las posibilidades de contaminación fecal de las aguas de consumo. 
Los tratamientos habituales de aguas residuales no siempre son efectivos. Por 
ejemplo, en Madrás (India), se seguía detectando ARN del VHE en el 80% de las aguas 
tratadas en las plantas de potabilización. En Pune (India) se llevó a cabo un análisis de 
detección de virus en las aguas residuales de una planta de potabilización en el que se 
observó una cantidad significativamente mayor de VHA que de VHE antes del tratamiento. 
Y, sin embargo, después del mismo, el VHA dejaba de detectarse mientras que la cantidad 
de ARN del VHE permanecía invariable (237, 248). En cualquier caso, hasta la fecha se 
desconoce la relación existente entre moléculas de RNA y capacidad infecciosa del virus. 
Aunque se ha descrito la presencia de partículas virales y/o ARN del VHE en aguas 
de ciudades y de mataderos de ganado porcino de países industrializados, incluyendo 
España (36, 178, 179), en otros estudios realizados en Estados Unidos no se ha podido 
detectar la presencia del VHE ni en aguas destinadas al consumo humano ni en aguas 
superficiales recogidas de granjas de cerdos que estaban afectados por el VHE (112). De 
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modo que, a fecha de hoy, no se ha podido confirmar de manera concluyente que exista un 
riesgo significativo de infección a través de este tipo de aguas contaminadas en países 
industrializados. En cualquier caso, hay que destacar que la detección de virus en aguas es 
complicada debido, entre otros, al factor de dilución que presentan este tipo de muestras. 
A diferencia de lo que ocurre con el VHA, la transmisión de persona a persona, 
incluso en periodos de epidemias, es muy baja, de alrededor del 1-2% (5, 115). Por el 
contrario, las tasas de transmisión vertical del VHE de madre a hijo por vía intrauterina y 
perinatales descritas, aunque muy variables, son bastante elevadas, entre el 30 y el 100% 
(119, 128). También se ha documentado infección nosocomial del VHE (192) así como el 
riesgo que representan las transfusiones de sangre (26, 37, 120, 147, 155, 157, 222, 241). 
Otra posible fuente de infección con el VHE es la comida. Tanto la irrigación con 
aguas contaminadas como la falta de higiene en la preparación de la comida pueden llevar 
a la aparición de brotes de hepatitis E especialmente si los alimentos se consumen sin 
cocinar o si los manipuladores están infectados por el virus y no guardan las medidas 
higiénicas adecuadas. Aunque escasos, se han descrito casos de infección por el VHE tras 
el consumo de marisco contaminado (32) y tras la ingesta de hierbas medicinales chinas 
(102). De hecho, el virus se ha detectado en bivalvos (Corbícula japónica) en Japón (132), 
muy probablemente debido a la contaminación de las aguas circundantes. El riesgo que 
representa la ingesta de comida infectada sin cocinar se ha demostrado claramente en 
estudios realizados en Japón (131, 252), en los que la aparición de casos de hepatitis E 
aguda se ha asociado concluyentemente con el consumo de hígado de cerdo o carne de 
jabalí crudos. En uno de estos estudios se relacionó claramente el consumo de carne cruda 
de un ciervo infectado con varios casos de hepatitis E aguda en miembros de una misma 
familia (225). En este estudio se demostró que todos los miembros de la familia que habían 
consumido la carne infectada padecieron la infección, excepto un niño que había 
consumido una cantidad muy pequeña de carne, lo que apoya la hipótesis de que la 
infección del VHE es dependiente de dosis. Los análisis de las secuencias del ARN del 
VHE obtenidas de los pacientes y de la carne infectada conservada en el congelador 
demostraron una elevadísima similitud de las secuencias que, en la mayoría de los casos, 
alcanzó el 100% (225). 
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3.5 Prevalencia de anticuerpos frente al VHE 
Los datos de prevalencia de anticuerpos en humanos son muy variables. Muy 
probablemente esta variabilidad se debe, entre otras razones, a la falta de estandarización 
entre los diversos estudios, así como al empleo de diferentes sistemas de diagnóstico en los 
mismos. 
En regiones donde la hepatitis E es endémica, la prevalencia de anticuerpos descrita 
varía entre el 3-27%, aunque se han llegado a describir porcentajes de serología positiva de 
hasta el 60% (66). A diferencia de lo que ocurre con otros virus de transmisión entérica, 
como el VHA, en general, los porcentajes de serología positiva en niños son más bajos que 
los de la población adulta, rondando el 5%, e incrementándose en adultos jóvenes hasta el 
10-40% (97, 98, 126). Las razones para estas discrepancias no están claras pero se ha 
propuesto que podrían deberse a que la inmunidad adquirida en infecciones sub-clínicas 
ocurridas durante la infancia desaparece con el tiempo (39), si bien también se han descrito 
prevalencias del 60% en niños menores de 5 años en la India (6, 126). 
En áreas no endémicas, la presencia de anticuerpos en la población frente al VHE 
es, generalmente, relativamente elevada, rondando normalmente el 2-10%. Estas tasas son, 
en muchos casos, más elevadas incluso que las descritas para algunas áreas consideradas 
endémicas (2, 247). 
La prevalencia de anticuerpos IgG específicos contra el VHE en donantes de sangre 
en regiones industrializadas no endémicas varía entre 1,1-2,2% (157), alcanzando el 7,2-
24,5% en regiones endémicas (210). Sin embargo, cabe destacar que en ciertas regiones no 
endémicas, como Estados Unidos, se han descrito tasas de IgG específicas frente al VHE 
en donantes de sangre que varían entre 18% y el 21,3% (210). En relación a estos datos, 
hay que tener en cuenta que en ciertas regiones el incremento del porcentaje en la 
prevalencia de anticuerpos frente al VHE en donantes de sangre puede deberse al hecho de 
que muchas veces la donación es remunerada, lo que introduce un sesgo en la población 
analizada. 
La posible existencia de una mayor prevalencia de serología positiva frente al VHE 
en pacientes de hemodiálisis en comparación con la población general, y el consecuente 
establecimiento de este grupo de la población como grupo de riesgo, es aún objeto de 
debate. Así, hay estudios que indican que, en regiones endémicas, existe una mayor 
prevalencia de anticuerpos en pacientes de hemodiálisis que en la población en general (14, 
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129), mientras que otros estudios exponen lo contrario (223). Una controversia similar 
existe en las regiones consideradas como no endémicas, con la existencia de estudios que 
apoyan la mayor prevalencia de anticuerpos frente al VHE en pacientes de hemodiálisis 
(46, 145, 211) y otros que afirman lo contrario (184, 214). En cualquier caso, la 
seroconversión de pacientes durante la hemodiálisis (155) ha puesto de manifiesto que el 
riesgo de transmisión sanguínea del VHE en este tipo de pacientes es real. 
3.6 Diagnóstico 
3.6.1 Detección molecular 
La detección molecular del VHE es un claro indicador de infección activa y, por 
tanto, la herramienta más importante para el diagnóstico de la enfermedad en fase 
temprana. El ARN se puede detectar desde aproximadamente el sexto día tras la infección 
hasta 40 días después de la misma (216, 227). La detección del ARN viral se lleva a cabo 
por transcripción inversa acoplada a una reacción en cadena de la polimerasa, RT-PCR 
(60, 75, 103). 
La disponibilidad de un número cada vez mayor de secuencias de distintos 
genotipos procedentes de diferentes regiones geográficas y de varias especies, ha permitido 
el desarrollo de oligonucleótidos específicos que reconocen regiones conservadas del 
genoma, facilitando de este modo la detección del VHE mediante RT-PCR “caseras” para 
todos los genotipos descritos. La detección del ARN se puede llevar a cabo en sueros de 
fase aguda, bilis, tejidos, heces, aguas contaminadas y aguas residuales (43, 49, 103, 149). 
Recientemente se están desarrollando métodos de detección del ARN viral por RT-
PCR a tiempo real (105, 168) que son efectivos en la cuantificación del ARN viral y más 
sensibles que las PCR convencionales. Así, por ejemplo, se han desarrollado dos RT-PCR 
a tiempo real (77), una que usa sondas del tipo TaqMan y otra del tipo PriProEt, que 
detectan un amplio rango de variantes del VHE de diferentes genotipos y distintos 
hospedadores con una sensibilidad de detección de menos de 20 equivalentes genómicos 
por reacción (157). 
Otras técnicas de detección molecular del virus, tales como la detección de VLP en 
heces por microscopía electrónica (15, 95) o el uso de microchips (139), no suelen 
utilizarse en el diagnóstico rutinario debido a su elevado coste en tiempo y dinero. 
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Hace poco se ha desarrollado un sistema de inmunoensayo enzimático en fase 
sólida (ELISA) indirecto consistente en la detección de cápsidas proteicas del VHE en 
sueros usando una combinación de anticuerpos monoclonales frente al VHE (256). La 
detección de este antígeno del VHE se puede llevar a cabo al mismo tiempo que la 
detección del ARN del VHE, si bien su persistencia es de cuatro semanas menos que la del 
ARN (157). 
3.6.2 Detección serológica 
Como en otras muchas infecciones víricas, el ELISA es la herramienta de 
diagnóstico principal para la detección de anticuerpos específicos frente al VHE. En el 
curso normal de la infección por el VHE las primeras inmunoglobulinas que aparecen son 
las de tipo M (IgM), que permanecen elevadas durante unos dos meses después de la 
infección y desaparecen a los 4 ó 5 meses (63). Por lo tanto, un resultado positivo en la 
detección de IgM específica del VHE es indicativo de una infección en fase aguda o 
relativamente reciente. De cualquier modo, dado que las IgM decaen rápidamente, por lo 
que en poco tiempo sus valores son indetectables y que en muchos casos la enfermedad 
cursa de forma subclínica, su utilidad es relativa. Las IgA también pueden ser útiles, al 
igual que las IgM, como indicadores de una infección activa o reciente. 
Por su parte, las IgG se detectan poco después de la aparición de las IgM y su título 
aumenta en el transcurso de la infección de fase aguda a fase convaleciente. Las IgG son 
de larga duración y suelen mantenerse elevadas entre 1 y 5 años después de la infección, 
(63), pudiendo permanecer detectables hasta 14 años ó más (118), por lo que son las más 
usadas habitualmente en los estudios epidemiológicos. La detección de IgG específica del 
VHE, aun no siendo una prueba concluyente de una infección activa por el VHE, puede 
contribuir al diagnóstico de hepatitis E aguda cuando sus títulos son elevados, o cuando se 
observa un incremento de los mismos en muestras consecutivas del mismo paciente. 
Tal y como se ha comentado con anterioridad, las proteínas estructurales ORF2 y 
ORF3 del VHE son las más inmunogénicas y las que presentan más epítopos antigénicos 
(56, 113, 114). Por esta razón, los ELISA desarrollados hasta el momento se basan en el 
uso de estas proteínas recombinantes, o de péptidos derivados de ellas, expresados en 
diferentes sistemas. Así, se han desarrollado ELISA basados en proteínas recombinantes 
(244), proteínas de fusión y péptidos sintéticos (171) expresados en Escherichia coli, así 
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como en células (83, 87, 262) y larvas de insecto (205) infectadas con baculovirus 
recombinantes. Además, también se han expresado VLP en células de insecto (136). 
Los inmunoensayos desarrollados con estos antígenos recombinantes se han usado 
tanto para la detección de IgM e IgG, como de IgA, aunque la utilidad diagnóstica de este 
último está aún en discusión. Mientras que hay autores que afirman que la detección de 
IgA es de gran utilidad en el diagnóstico de una infección reciente con el VHE, bien por sí 
misma o junto con la detección de IgM (216, 227), otros concluyen que la detección de 
IgA es de escaso valor para el diagnóstico de hepatitis E aguda temprana, especialmente si 
la infección se debe a VHE de genotipo III (89). 
Los estudios comparativos de la utilidad de distintas proteínas recombinantes del 
VHE para el diagnóstico de hepatitis E han mostrado que la validez antigénica de la 
proteína ORF3 es comparativamente menor que la de ORF2, la cual presenta mayor 
sensibilidad para la detección de inmunoglobulinas específicas (71). Por otra parte, hay 
estudios que indican que los antígenos derivados de virus aislados de humano o de cerdo 
son igualmente eficaces en la detección de anticuerpos en muestras de ambas especies (12, 
59). 
En la actualidad los dos ELISA comerciales más usados para la detección de IgG 
específicas del VHE son el de los laboratorios Abbott que incorpora dos proteínas 
recombinantes de ORF2 y ORF3 de la cepa de Birmania (genotipo I) y el de los 
laboratorios Genelabs, que utiliza cuatro fragmentos proteicos recombinantes de ORF2 y 
ORF3 de una cepa de Birmania y de otra mexicana (genotipo II). Los laboratorios 
Genelabs también han desarrollado recientemente un ELISA comercial para la detección 
de IgM específica del VHE. Así mismo hay disponible en el mercado un ensayo de 
Western Blot comercial para la detección de IgG e IgM específicas (RecomBlot, 
Mikrogen) que utiliza diferentes fragmentos recombinantes: un fragmento del N-terminal, 
tres del C-terminal, uno del fragmento medio de la proteína ORF2 y otro fragmento de la 
proteína ORF3 expresados como proteínas de fusión. En cualquier caso, todos los sistemas 
comerciales disponibles están desarrollados para su uso en humanos. 
Las diferencias encontradas en los estudios de seroprevalencia en distintas regiones 
endémicas y no endémicas han puesto en entredicho la fiabilidad de los sistemas de 
diagnóstico empleados, tanto comerciales como “caseros”. Así, por ejemplo, un estudio 
comparativo de diferentes ELISA “caseros” puso de manifiesto una amplia variación en la 
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sensibilidad de los mismos, que iba del 17 al 100% y una concordancia en la detección de 
sueros reactivos que variaba del 0 al 89% (144). En otro estudio llevado a cabo usando 
ELISA “caseros” con antígenos derivados de aislados de cerdo y humano, se observó una 
concordancia muy elevada entre ambos antígenos en la detección de IgG e IgM pero una 
disminución de la sensibilidad cuando el ELISA empleado era comercial (12). A pesar de 
ello, varios estudios comparativos sostienen que los estuches comerciales presentan una 
buena especificidad, sensibilidad y reproducibilidad (159). 
Dado que el VHE parece presentar un único serotipo, inicialmente el uso de 
antígenos de un genotipo concreto no debería comprometer la detección de sueros de 
individuos y/o animales infectados con diferentes genotipos, tal y como indican varios 
estudios (12, 59). Sin embargo, también se ha descrito que el uso de ELISA basados en 
antígenos de genotipo I y II pueden no ser eficaces para el diagnóstico de casos de hepatitis 
E de genotipo I y III en condiciones de bajo endemismo, como en el caso de Holanda (88), 
o para el diagnóstico de casos esporádicos en regiones endémicas, como por ejemplo en 
China, donde circulan frecuentemente el genotipo I y el IV. Hay que resaltar que los 
estudios que apoyan que la utilidad de antígenos en la detección serológica del VHE es 
independiente de genotipo, se llevaron a cabo siempre con ELISA caseros, mientras que en 
los casos contrarios, se emplearon estuches comerciales. 
Recientemente, también se ha desarrollado un test basado en inmunocromatografía 
para la detección de IgM específicas en pacientes con hepatitis E aguda que ha mostrado 
muy buena concordancia con los sistemas de ELISA. Este test, basado en un fragmento de 
la proteína de fusión ORF2 expresada en Escherichia coli y en un anticuerpo monoclonal 
frente a esta proteína, utiliza la nueva tecnología de flujo-reverso y es capaz de dar un 
resultado en 2 ó 3 minutos. Sin embargo y aunque presenta buena especificidad frente al 
factor reumatoide, puede tener reactividad cruzada cuando estos factores reumatoides están 
presentes en alta concentración (42), como ocurre con la mayoría de los sistemas de 
detección de IgM. 
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4. CRUZANDO LA BARRERA DE ESPECIE 
4.1 El VHE en cerdos domésticos 
En 1990 Balayan y colaboradores describieron por primera vez la infección 
experimental de cerdos domésticos con una cepa humana del VHE procedente de 
Kirguizistán (16). La primera evidencia de infección natural de cerdos con el virus fue 
reportada por Clayson y colaboradores en 1999, quienes detectaron la presencia de IgG y 
ARN, específicos del VHE, en cerdos de Nepal (35). La primera caracterización de una 
cepa del VHE de origen animal ocurrió en 1997, cuando Meng y colaboradores 
caracterizaron una cepa del virus obtenida de un cerdo en Estados Unidos (153). 
La infección experimental de cerdos domésticos con el VHE humano o porcino ha 
mostrado la susceptibilidad de éstos a la infección, si bien ésta se desarrolla de forma 
asintomática, no observándose signos clínicos de enfermedad. De hecho, las enzimas 
hepáticas se mantienen en niveles normales, a pesar de que se excreta virus en heces en 
grandes cantidades (79, 151-153). Posteriormente, análisis más exhaustivos de la infección 
incluyendo la observación histopatológica de los tejidos hepáticos, mostraron que, en 
algunos casos, puede darse una hepatitis leve o moderada (49, 153). Por otra parte, el 
transcurso de la infección en el cerdo es similar a la de los humanos en cuanto al comienzo 
y duración de la viremia y de los anticuerpos específicos. El ARN del virus, además de 
detectarse en suero y heces, también se ha detectado en bilis, hígado, nódulos linfáticos, 
intestino delgado y grueso, colon y, en menor medida, en estómago, bazo, riñón, tonsila, 
glándulas salivales y pulmón (44, 49, 245). 
A fecha de hoy se han caracterizado cepas porcinas en numerosos países 
incluyendo España (49, 65, 206), Holanda (193, 194, 238), Estados Unidos (93, 153), 
Canadá (253), Nueva Zelanda (69), India (10), Corea (45, 121), Japón (165, 197, 217), 
Taiwán, (91) y Camboya (34). La mayoría de estas cepas porcinas son de genotipo III, 
excepto algunos casos de Japón y de la India que pertenecen al genotipo IV, y la cepa de 
Camboya que es la única cepa porcina descrita de genotipo I. La prevalencia de 
anticuerpos específicos frente al virus hallada en el ganado porcino a nivel mundial es muy 
variable, aunque generalmente elevada, incluso en regiones donde el virus no se considera 
endémico al igual que ocurre con los datos de prevalencia de ARN. De cualquier forma, en 
general la prevalencia de ARN es mayor en animales jóvenes, mientras que los adultos 
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presentan una mayor presencia de anticuerpos específicos. En la tabla 1 se muestran 
algunas de estos datos de prevalencias de anticuerpos y ARN específicos del VHE. 
 
Tabla 1. Prevalencia de anticuerpos y ARN en cerdos domésticos. 
 PAÍS                                     PREVALENCIA EN CERDOS                                             REFERENCIA 
               % IgG anti-VHE              % ARN del VHE          
                                Individuos    Granjas         Individuos    Granjas 
España                        71,4%                                                                                                Peralta 2009 (175) 
                                                                                     38%                                                  De Deus 2007 (49) 
                                                                                     23%                                 Fernández-Barredo 2007 (65)                                                                                                                                            
                                       42%           98%                                                                           Seminati 2008 (206) 
Holanda                                                                      22%                                         Van der Poel 2001 (238) 
                                                                                     55%                                                   Rutjes 2007 (193) 
                                                                                                         53%                               Rutjes 2009 (194)                                              
EEUU                                                                          35%             54%                                Huang 2002 (93) 
Canadá                         80%                                        60%                                                      Yoo 2001 (253)                
India                              43%                                        5%                                                Arankalle 2002 (10) 
Japón                            56%                                        4%                                              Takahashi 2005 (217) 
                                      75%                                         2%                                                  Sakano 2009 (197) 
Corea                            15%                                         2%                                                        Choi 2003 (45) 
                                                                                     18%            100%                                 Kim 2008 (121) 
 
En los últimos años se han llevado a cabo estudios en el ganado porcino que han 
demostrado la transmisión del virus por contacto de cerdos sanos con cerdos infectados 
experimentalmente por vía intravenosa. Además, se ha comprobado que los cerdos 
infectados por contacto son, a su vez, una fuente de infección por contacto de cerdos sanos 
susceptibles. En estos experimentos se demostró que transcurrían 6 días hasta que los 
cerdos sin infectar que estaban en contacto con animales infectados empezaban a excretar 
virus en las heces (24). Estos trabajos ponen de manifiesto la rápida transmisión del virus 
entre el ganado porcino y el riesgo que esto conlleva en el establecimiento continuo de la 
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enfermedad en las cabañas porcinas de regiones donde no se había considerado, hasta el 
momento, endémica. 
4.2 El VHE en otros animales 
Además de en cerdos domésticos, el VHE también se ha detectado en otros 
animales. Se han analizado secuencias del VHE recuperado de mangostas en Okinawa, 
(Japón) en las que también se encontró serología positiva (161). También se ha aislado el 
virus en el 4% de los jabalíes analizados en Holanda (194), en el 1,1% de los de Japón 
(197), y en el 19,6% de los de España (48). Del mismo modo, en Asia se han secuenciado 
genomas del VHE a partir de muestras de ciervo (215). Además, y de modo esporádico, se 
ha reportado el aislamiento de RNA del virus en roedores del valle de Katmandú, en Nepal 
(85), en caballos en Egipto, donde se halló una prevalencia de ARN del 4% (195), y en 
China (261). Si bien estos datos deben tomarse con precaución hasta su confirmación por 
otros estudios independientes. 
Tabla 2.: Detección de serología positiva en otros animales domésticos distintos al cerdo. 
ESPECIE                         PREVALENCIA                    PAÍS                                 REFERENCIA 
Ratas:                                   44-90%                             E.E.U.U.                        Kabrane-Laizizi 1999b (106) 
                                                 12%                                 Nepal                                                     He 2002 (85) 
Otros roedores:                    2-22%                                India                                           Arankalle 2001 (11) 
                                                 12%                                 Nepal                                                     He 2002 (85) 
                                                 50%                                 Brasil                                              Vitral 2005 (240) 
Patos:                                      13%                                 China                                              Zhang 2008 (261) 
Gatos:                                      33%                                Japón                                          Okamoto 2004 (166) 
                                                 11%                                España                                           Peralta 2008 (172) 
Perros:                                     22%                                 India                                          Arankalle 2001 (11) 
                                                  24%                                España                                          Peralta 2006 (174) 
Vacas                                       4-7%                                India                                           Arankalle 2001 (11) 
Ovejas:                                     19 %                               España                                          Peralta 2008 (172) 
Cabras:                                     0,6%                              España                                           Peralta 2009 (172) 
Caballos:                                   13%                                Egipto                                             Saad 2005 (195) 
                                                   16%                                 China                                           Zhang 2008 (261)                                  
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Se ha detectado la presencia de anticuerpos específicos frente al VHE en especies 
animales distintas al cerdo (Tabla 2). También se ha detectado serología positiva en 
primates no humanos, tales como macacos Rhesus, Macaca mulata y Macaca Fuscata (90, 
234). 
4.3 El VHE aviar 
En el año 2001 Haqshenas y colaboradores (81) identificaron y caracterizaron 
genéticamente un nuevo virus relacionado con el VHE de humanos a partir de muestras de 
bilis de gallinas que padecían el síndrome de hepatomegalia-esplenomegalia (HSS), 
síndrome emergente en gallinas de Norte América del que se desconocían hasta entonces 
las causas. Basándose en similitudes de organización genómica y de identidad de 
secuencias con el VHE de humanos y de cerdos lo denominaron VHE aviar. Estudios 
genéticos de la proteína de la cápsida del VHE aviar han mostrado la existencia de 
epítopos antigénicos compartidos con el VHE de humanos y cerdos y con otro virus de 
gallinas de Australia, el BLSV (del inglés, big liver and spleen disease virus) (80). 
Cuando se logró determinar la secuencia genómica completa del VHE aviar, se 
comprobó que la identidad con el VHE humano y porcino era de alrededor del 50% (94). 
En estos trabajos se observaron variaciones genéticas importantes, como inserciones y 
deleciones, particularmente en ORF1. A pesar de ello, y dada la conservación de motivos 
en los dominios funcionales putativos de ORF1 (94), actualmente se considera que el VHE 
aviar es un miembro del género Hepevirus que comparte una identidad nucleotídica del 
80% con el BLSV (81). En cualquier caso, hasta la fecha no se ha conseguido una 
infección experimental de monos Rhesus con el VHE aviar (94). 
Un estudio reciente llevado a cabo en la población avícola de diferentes granjas en 
España ha mostrado la presencia del ARN del VHE aviar en algunos animales, de modo 
que el 89,7% de las granjas avícolas presentaban serología positiva y la prevalencia por 
individuos variaba entre el 20% y el 80% (173). 
4.4 Zoonosis 
La detección del VHE en cerdos fue la primera pista que indujo a pensar que la 
hepatitis E podía ser una zoonosis. Las primeras cepas porcinas secuenciadas presentaban 
una gran similitud genética con las de humanos de las mismas regiones geográficas. Estas 
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similitudes entre diferentes especies eran mayores que las que se describían para una 
misma especie procedente de distintas regiones geográficas (91, 151, 250).  
La observación de una elevada incidencia de la infección por el VHE en el ganado 
porcino dio origen al estudio de su incidencia en personas que estaban en contacto directo 
con cerdos. Los primeros estudios epidemiológicos de estas poblaciones se llevaron a cabo 
en regiones endémicas. Así, en China se observaron prevalencias del 100% en 
manipuladores porcinos, frente al 55% observado en donantes de sangre. En un estudio 
similar (150) se observó un 71% de prevalencia en personas relacionadas con el sector 
porcino; sin embargo, como los propios autores exponen, estos estudios se llevaron a cabo 
en un grupo muy reducido de la población y en regiones de alto endemismo, en las que hay 
que tener en cuenta que las tasas de prevalencia del virus en la población general son de 
por sí muy elevadas. Estudios posteriores de regiones endémicas han sugerido que existe 
un mayor riesgo de infección en estos grupos de población. Por ejemplo, un estudio 
llevado a cabo en China indica que el riesgo de exposición en personas relacionadas con la 
cría de cerdo es un 74% mayor que el de personas con otras ocupaciones (150). 
Los estudios epidemiológicos llevados a cabo en áreas industrializadas de regiones 
consideradas no endémicas también documentan un mayor riesgo de exposición en 
personas con ocupaciones relacionadas con el ganado porcino que en la población general. 
Por ejemplo, en Moldavia se han descrito prevalencias del 51% en granjeros del sector 
porcino frente al 25% de los sujetos control (52). En Estados Unidos, los estudios 
realizados con veterinarios del sector porcino mostraron una probabilidad 1,5 veces mayor 
de presentar serología positiva frente a la población general (154). Otro estudio llevado a 
cabo en Carolina del Norte reveló un 11% de seroprevalencia en trabajadores del sector 
porcino frente al 2,1% observado en la población general (246). En España se han 
reportado prevalencias del 18% en trabajadores relacionados con cerdos frente al 4% de 
prevalencia encontrada en sujetos control (68). De todos modos, estos resultados aún son 
controvertidos, puesto que también hay estudios que indican que no hay diferencias entre 
las poblaciones estudiadas, estén o no en contacto con cerdos (167). 
La evidencia de que la hepatitis E es una zoonosis se confirmó tras la descripción 
de casos de hepatitis aguda por ingesta de carne cruda de un ciervo infectado por el VHE 
(225). Posteriormente se han documentado otros casos de hepatitis E fulminante en Japón 
que también se relacionan con la ingesta de hígados de cerdos infectados (252). De la 
misma forma y tras detectar hígados de cerdo infectados en mercados de Holanda (25) y de 
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Estados Unidos (64), se demostró la capacidad infecciosa del virus tras la inoculación de 
cerdos con los extractos obtenidos de los hígados. Finalmente, se ha descrito recientemente 
un caso de una posible transmisión zoonótica de un cerdo mascota a su cuidador (187). 
Para establecer el riesgo de transmisión zoonótica del VHE y su implicación en la 
epidemiología de la enfermedad hay que diferenciar entre las regiones endémicas y no 
endémicas. Los únicos genotipos conocidos hasta la fecha responsables de brotes 
epidémicos en países endémicos son el genotipo I y II. Hasta el momento sólo se ha 
aislado una cepa porcina que pertenezca a genotipo I, el resto siempre han sido de genotipo 
III y IV. Estos datos parecen sugerir que la transmisión zoonótica del virus, al menos de 
origen porcino, no tiene gran relevancia en los brotes epidémicos de la enfermedad. En 
cualquier caso, hay que tener en cuenta la gran cantidad de especies animales, diferentes al 
cerdo, en las que se ha descrito la presencia de anticuerpos específicos contra él. A pesar 
de ello, en la mayoría de las especies donde se ha detectado serología positiva no se ha 
podido aislar ARN del virus, lo que ha impedido establecer los genotipos circulantes en 
estos animales y, por lo tanto, su importancia real como reservorios zoonóticos del virus o 
su posible implicación en los brotes epidémicos. Además, en regiones endémicas, los 
genotipos circulantes en la mayor parte de la población humana no se corresponden con los 
presentes en las poblaciones porcinas (10), a diferencia de lo que ocurre en regiones 
industrializadas no endémicas. 
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1. Obtención y caracterización de formas recombinantes de la proteína de la cápsida 
ORF2 del VHE. 
 
2. Desarrollo y validación de sistemas de diagnóstico basados en las proteínas 
recombinantes generadas. 
 
3. Estudio de la prevalencia del VHE en la cabaña porcina española. 
 
4. Estudio de la capacidad inmunogénica en el modelo murino de las proteínas 
recombinantes generadas. 
 
5. Estudio de las vías de transmisión vertical en el modelo murino de la inmunidad 
adquirida tras la inmunización con las proteínas recombinantes generadas.  
 
6. Obtención y caracterización de anticuerpos monoclonales (AcMo). 
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1. MUESTRAS BIOLÓGICAS 
1.1 Porcinas 
EL ARN necesario para la obtención de los fragmentos génicos empleados para la 
generación de las proteínas recombinantes usadas en este trabajo se extrajo de una muestra 
de heces de un cerdo infectado de forma natural con el virus de la hepatitis E, amablemente 
cedida por la Dra. María Teresa Pérez-Gracia (Universidad Cardenal Herrera-CEU, 
Valencia). Esta y otras muestras de heces de la misma procedencia se emplearon como 
controles positivos en la amplificación, mediante transcripción inversa y reacción en 
cadena de la polimerasa (RT-PCR), del ARN del VHE en muestras porcinas. 
Para el estudio de la prevalencia del VHE en la cabaña porcina española se 
emplearon 1141 sueros porcinos, correspondientes a 760 cerdas adultas reproductoras 
(mayores de 6 meses de edad) y a 620 animales jóvenes, lactantes, de transición, de 
engorde o de cebo (menores de 6 meses de edad). Las muestras se obtuvieron en 85 
granjas, algunas de sólo animales jóvenes, otras de adultos y otras de explotaciones mixtas 
con ambos tipos de animales. Las granjas estaban localizadas en 6 provincias 
correspondientes a 4 comunidades autónomas. En 3 de las comunidades autónomas 
(Castilla y León, Andalucía y Cataluña) todas las granjas estaban localizadas en la misma 
provincia (3 en Salamanca, 1 en Jaén y 1 en Lérida), mientras que en Aragón las granjas 
estaban situadas en tres provincias (2 en Huesca, 76 en Zaragoza y 2 en Teruel). Parte de 
las muestras fueron recolectadas durante el desarrollo del proyecto PORCIVIR 
(CONSOLIDER, CSD2006-0007) en el que participamos activamente y parte fueron 
suministradas gentilmente por la Dra Olivia Gironés (Universidad de Zaragoza). 
Como controles para los ensayos serológicos se emplearon sueros porcinos, tanto 
positivos como negativos, que habían sido previamente caracterizados (206) y que fueron 
gentilmente cedidos por la Dra. Marga Martín (CReSA, Universidad Autónoma de 
Barcelona, Barcelona). 
1.2 Humanas 
Las muestras humanas empleadas como controles positivos y negativos en ensayos 
procedían de Cataluña (30) y Holanda (88) y fueron amablemente cedidas por la Dra. 
María Buti (Hospital Vall d´Hebron, Barcelona) y el Dr. Erwin Duizer (National Institute 
for Public Health and the Environment. RIVM, Bilthoven). Además, también se utilizaron 
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sueros de pacientes tunecinos en hemodiálisis, no caracterizados, que fueron cedidos por el 
Dr. Jawhar Gharbi (Laboratoire des Maladies Transmisibles, Université de Monastir, 
TUNEZ). 
 
2. MANIPULACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS 
2.1 Extracción de ARN 
Previamente a la extracción del ARN viral, las heces se procesaron mezclando 
partes equivalentes del extracto fecal con una solución salina de PBS 1x [137 Mm de 
NaCl, 2.7 Mm de KCl, 10 mM de Na2HPO4.2H2O, 1.8 Mm de KH2PO4 (Merck)] hasta 
adquirir una composición homogénea. Se centrifugaron a 9000 r.p.m. durante 15 min a 
4ºC, descartándose el precipitado y guardando el sobrenadante a -80 ºC hasta su 
utilización. El ARN total se extrajo de las de heces procesadas, o de los sueros, empleando 
un estuche comercial para extracción de ARN de origen viral, QlAmp®viral RNA 
(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARN se extrajo en un volumen final 
de 60 µl de agua libre de ARNasas. 
2.2 Obtención y amplificación de los ADNc 
La síntesis de ADN complementario (ADNc) y su posterior amplificación se llevó a 
cabo por RT-PCR, usando el estuche comercial SuperScript™ One-Step RT-PCR with 
Platinium Taq (Invitrogen). El volumen final de la reacción fue de 25 µl, consistente en 10 
µl del ARN extraído y 15 µl de la mezcla de los reactivos necesarios para la reacción. El 
agua usada para la mezcla de la reacción se trató previamente con DEPC, dietil 
pirocarbonato (Sigma), un inhibidor de ARNasas. En algunos casos se llevó a cabo una 
PCR anillada en un volumen final de reacción de 50 µl. El tampón de reacción contenía 
una mezcla equimolecular (10 mM) de dNTP´s (Takara) y el volumen final se completó 
con agua milliQ previamente esterilizada. Dependiendo de las necesidades específicas de 
amplificación se emplearon diferentes estuches comerciales: Expand High Fidelity PCR 
System (Roche) o el Pfx50™DNA Polymerase (Invitrogen), tal y como se especifica en las 
Tablas 3 y 4. 
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Tabla 3. Estuches, reactivos y condiciones de RT-PCR y PCR anillada. 
 
ESTUCHE COMERCIAL REACTIVOS 
CONCENTRACIÓN 
FINAL 
SuperScript TM One-Step 
RT-PCR with Platinium 
Taq (INVITROGEN)     
(1) 
Tampón 2x con MgCl2 
Oligonucleótidos 5 µM 
RT-Taq polimerasa 
1x 
0.24 µM 
1 U 
 
Expand High Fidelity 
PCR System (Roche) 
(2) 
Tampón 10x 
MgCl2 25 mM 
Oligonucleótidos 5 µM 
dNTP 10 mM 
Expand PCR  High Fidelity 3.5 U/ µl 
1x 
0.5 mM 
0.24 µM 
0.4 mM 
1 U 
 
Pfx50™DNA Polymerase 
(Invitrogen)                     
(3) 
Tampón 10x con MgSO4 12 mM 
Oligonucleótidos 5 µM 
dNTP 10 mM 
Pfx50™DNA Polymerase 5 U/µl 
1x 
0.3 µM 
0.3 mM 
1 U 
 
Los números entre paréntesis (1, 2 y 3) hacen referencia a su uso en las diferentes reacciones tal y como se 
indica en la Tabla 4. 
 
En todos los casos en los que se amplificaban secuencias que se iban a clonar o 
secuenciar con posterioridad se usaron enzimas de alta fidelidad con actividad correctora 
de errores. Las temperaturas de elongación se usaron de acuerdo con las instrucciones de 
los fabricantes para el correcto funcionamiento de las enzimas con actividad polimerasa y 
el resto de los pasos se optimizaron en función de los cebadores empleados y los 
fragmentos a amplificar. 
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Tabla 4. Condiciones de las reacciones de amplificación de los ácidos nucleicos empleadas. 
 
Molde 
Cebadores 
oligonucleótidos* 
Condiciones de la 
reacción 
Producto ESTUCHE** 
 
10 µl de ARN 
extraído de 
muestras de heces 
porcinas, o de 
sueros humanos o 
porcinos 
 
Sentido:                        
3156F 
Antisentido: 
3157R2 
45°-----1h 
94°-----3min 
94°-----1min                 
42°-----1min           x40          
72°-----2min 
72°-----10min 
 
791 pb 
nt: 5687-6477 
de ORF2 
 
 
(1) 
 
5 µl de ADNc 
correspondiente a 
790 pb 
nt: 5687-6455 de 
ORF2 
 
Sentido:                        
3158F2 
  Antisentido: 
3159R 
94º-----2 min 
94°-----1min                 
42°-----1min          x40          
72°-----2min 
72°-----10min 
 
350 pb 
nt: 5970-6319 
de ORF2 
 
 
(2) 
 
5 µl de ADNc 
correspondiente a 
790 pb 
nt: 5687-6455 de 
ORF2 
 
Sentido:                        
3158F2 
  Antisentido: 
3159R 
94º-----2 min 
94°-----30seg                 
45°-----1min          x40          
68°-----3min 
68°-----10min 
 
350 pb 
nt: 5970-6319 
de ORF2 
 
 
(3) 
 
ARN extraído de 
U1, muestra de 
heces de un cerdo 
infectado con el 
VHE. 
 
Sentido:                        
HE-E-Eco-F 
  Antisentido:     
HE-E-Bam-R 
45°-----1h 
94°-----2min 
94°-----30seg                 
45°-----1min          x40          
68°-----3min 
68°-----10min 
 
2015 pb 
ORF2-VV 
nt:5129-7143 
de ORF2 
 
 
(1) 
 
* Las secuencias de los oligonucleótidos empleados se muestran en la Tabla 5.  
** Estuches comerciales empleados descritos en la Tabla 3. 
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Tabla 4 (continuación). Condiciones de las reacciones de amplificación de los ácidos nucleicos 
empleadas. 
Molde 
Cebadores 
oligonucleótidos* 
Condiciones de la 
reacción 
Producto ESTUCHE** 
 
90 ng del 
plásmido 
TOPO-TA-
ORF2-VV 
 
 
Sentido:                        
HE-Bam-Bac-F 
   Antisentido:     
HE-Kpn-Bac-R 
94°C-----1min 
94°C-----1min                 
40°C-----1min           x5          
72°C-----3min 
94°C-----1min                 
47°C-----1min          x35          
72°C-----2min 
72°C-----10min 
 
 
 
ORF2-BAC 
 
 
 
(2) 
 
4 ng del 
plásmido 
TOPO-TA-
ORF2-BAC 
Sentido:                        
T-HE-Bam-Bac-F 
   Antisentido:     
HE-Kpn-Bac-R 
94°C-----2min 
94°C-----30seg                 
45°C-----1min           x40          
68°C-----3min 
68°C-----10min 
 
 
Δ(1-111)-ORF2-
BAC 
 
 
(2) 
 
4 ng del 
plásmido 
TOPO-TA-
ORF2-BAC 
 
Sentido:                        
T-HE-Eco-Vcc-F 
   Antisentido:     
HE-E-Bam-R 
94°C-----2min 
94°C-----30seg                 
45°C-----1min           x40          
68°C-----3min 
68°C-----10min 
 
 
Δ(1-111)-ORF2-VV 
 
 
(2) 
 
 
10 ng del 
plásmido 
 pRB21-ORF2 
y/o pRB21-Δ-
ORF2 
Sentido: 
VV-ORF2-HindIII 
y/o 
VV-Δ-ORF2-
HindIII 
Antisentido: 
VV-ORF2-EcoRI  
94°C-----1min 
94°C-----1min                 
40°C-----1min            x5          
72°C-----3min 
94°C-----1min                 
47°C-----1min           x35          
72°C-----2min 
72°C-----10min 
 
 
VV-ORF2-
HindIII/EcoRI 
y/o VV-Δ(1-111)-
ORF2-
HindIII/EcoRI 
 
 
 
(2) 
 
* Las secuencias de los oligonucleótidos empleados se muestran en la Tabla 5.  
** Estuches comerciales empleados descritos en la Tabla 3. 
2.3 Oligonucleótidos 
Para la amplificación de los fragmentos génicos usados en la posterior obtención de 
las proteínas recombinantes se utilizaron oligonucleótidos cebadores (Invitrogen), que se 
diseñaron en el laboratorio basándose en similitudes de nucleótidos de aislados del VHE de 
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genotipo III presentes en los bancos públicos de genes. Para la detección del ARN del 
VHE en muestras de la cabaña porcina española se emplearon oligonucleótidos cebadores 
modificados a partir de los originalmente descritos por Meng y colaboradores (125). Por 
otra parte, para la obtención de diversos fragmentos génicos y su posterior secuenciación 
se diseñaron una serie de oligonucleótidos que cubrían en ambos sentidos el gen completo 
del ORF2 del VHE. Los oligonucleótidos empleados se describen en la tabla 5. Todas las 
posiciones de los nucleótidos hacen referencia a la cepa de genotipo I Bur82 (número de 
acceso en GeneBank M73218). 
 
Tabla 5. Oligonucleótidos empleados. 
CEBADOR 
SECUENCIA DEL CEBADOR (5´- 3´)                                                      
(Secuencia Original) 
POSICIÓN* OBSERVACIONES 
VHE 1F ACCCTGTTTAATCTTGCTGA 6257-6276  
VHE 2R 
TTATCCTGCTGAGCATTCTC  
(gagaatgctcagcaggataa) 
639-6414  
3156 F AATTATGCCCAGTACCGGGTTG 5687-5708 Referencia 125 
3157 R-2 
 
TCATAGTCTTGTATAACCACACG 
(cgtgtggttatacaagactatga) 
6455-6477  
3158 F-2 
TGGTCATGCTTTGTATTCATGG 5970-5991  
3159 R 
AGCCGACGAAATCAATTCTGTC 
(gacagaattgatttcgtcggct) 
6298-6319 Referencia 125 
HE-E-Eco-F GCCCATGAATTCACCATGCGCC 5129-5150 
Introduce un sitio 
EcoRI en 5´ 
HE-E-Bam-R 
ACAAAAGGGATCCATTAAGACTCCCGGGT
(acccgggagtcttaatggatcccttttgt) 
7115-7143 
Introduce un sitio 
BamH1 en 3  ´
HE-Bam-Bac-F 
CCATGAGGATCCCATGCGCCCTAG 5134-5157 
Introduce un sitio 
BamHI en 5  ´
HE-Kpn-Bac-R 
AAAGGGGTACCATAAGACTCCCG 
(ccgggagtcttatggtaccccttt) 
7117-7140 
Introduce un sitio KpnI 
en 3’ 
T-HE-Eco-VV 
GCGGAATTCATGGCTGTTTCACCAGC 5468-5493 
Introduce un sitio 
EcoRI en 5´ y un ATG 
iniciador de ORF2 
* Corresponde a la cepa de genotipo I Bur82 (GeneBank M73218). 
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Tabla 5 (continuación). Oligonucleótidos empleados. 
CEBADOR 
SECUENCIA DEL CEBADOR (5´- 3´)                                                      
(Secuencia Original) 
POSICIÓN* OBSERVACIONES 
T-HE-Bam-
Bac-F 
 
GCTGCGGATCCAATGGCTGTTTCACC 5465-5490 
Introduce un sitio 
BamHI en 5´ y un ATG 
iniciador de ORF2 
VHE/6547F 
GAGAATGCTCAGCAGGATAAG 6395-6415  
VHE/5933R 
GGTGTAGTTGTAGTCTGAGGCC 
(ggcctcagactacaactacacc) 
5781-5802  
HEV-5462 R 
CAGTTGGGGTAGATCGACGACG 
(cgtcgtcgatctaccccaactg) 
5441-5462  
VV-ORF2-
HindIII-F 
TAAATAAGCTTTTCACCATGCGCC  
Introduce un sitio 
HindIII en 5´ en ORF2 
VV-Δ-ORF2-
HindIII-F 
TAAATAAGCTTTTCATGGCTGTTTC  
Introduce un sitio 
HindIII en 5´ en ORF2 
 
VV-ORF2-
EcoRI-R 
 
GCTCTCCGAATTCATAAAGACTCC 
(ggagtctttatgaattcggagagc) 
 
Introduce un sitio 
EcoRI en 3´, elimina el 
codón stop de ORF2 e 
introduce uno nuevo. 
* Corresponde a la cepa de genotipo I Bur82 (GeneBank M73218). 
En rojo aparecen las modificaciones con relación a la secuencia original. Los cambios introducidos para crear 
sitios de reconocimiento para las enzimas de restricción aparecen subrayados. 
 
2.4 Electroforesis de los ácidos nucleicos 
La visualización del ADN de los fragmentos amplificados y clonados se llevó a 
cabo en geles de agarosa (Promega) de porcentaje variable, entre el 1% y el 2%, en función 
del tamaño de los fragmentos a visualizar. Los geles se prepararon a una concentración 
final de 0.5 µg/ml de bromuro de etidio, BrEt (Genaxys Biotechnology) para su posterior 
visualización con luz ultravioleta. El tampón de electroforesis contenía TAE + BrEt (4.84 
g/l de Tris (hidroximetil) aminometano (Merck), 2 ml/l de EDTA 0.01 M pH8 (Fisher), 
1.14 ml/l de ácido acético glacial (Merck) y H2O destilada, con una concentración final de 
BrEt de 0.5 µg/ml). Las electroforesis se llevaron a cabo a voltaje variable limitado por un 
máximo amperaje de 100 mA. Cuando se iba a proceder a la posterior purificación de las 
bandas de ADN de los geles, éstos se prepararon con agarosa de bajo punto de fusión, 
Agarosa LM-SIEVE (Pronadisa), y en este caso el amperaje no superó los 80 mA. Para la 
estimación del tamaño y la masa de los fragmentos amplificados se emplearon diferentes 
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marcadores de peso molecular en función de los requerimientos específicos: Lambda 
DNA/HindIII Marker 2 y Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker 3 (Fermentas) para 
fragmentos de alto peso molecular y 100 bp DNA Ladder (Bioron) para fragmentos de bajo 
peso molecular. 
 2.5 Purificación de los ácidos nucleicos 
Para la secuenciación y/o clonación de los fragmentos génicos amplificados, éstos 
fueron purificados mediante estuches comerciales siguiendo las instrucciones de los 
fabricantes. En la purificación de fragmentos de PCR se empleó el estuche comercial 
QlAquick PCR Purification Kit (Qiagen) y para los purificados de bandas de geles de 
agarosa de bajo punto de fusión, se usó el estuche QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). 
 
3. CLONACIÓN DE LOS FRAGMENTOS GÉNICOS 
3.1 Vectores 
Para la clonación de los fragmentos génicos se emplearon diferentes vectores con el 
fin de obtener las proteínas recombinantes generadas en distintos sistemas de expresión. 
Para la obtención de las proteínas recombinantes expresadas en baculovirus los 
fragmentos génicos correspondientes a las proteínas deseadas se clonaron en el vector 
pFastBac (Invitrogen) modificado mediante la inclusión de un péptido señal de la melitina 
(pFastBacMel2) para mejorar la solubilidad de la proteína, que fue gentilmente cedido por 
el Dr. José M. Escribano (Departamento. Biotecnología, INIA). La expresión de los genes 
clonados en este vector se produce desde el promotor de la polihedrina del virus de la 
polihedrosis nuclear múltiple de la polilla Autographa califórnica, que tiene una expresión 
muy elevada en células de insecto y es un gen prescindible para la infección. Este casete 
está flanqueado en ambos lados por secuencias del transposón Tn7. El vector incluye 
también un gen de resistencia a gentamicina. El vector pFastBacMel2 se modificó 
posteriormente de modo que se le incorporó una secuencia que codificaba para una cola de 
6 histidinas (His) con el fin de facilitar la posterior purificación de las proteínas 
recombinantes y su reconocimiento mediante técnicas inmunológicas. 
Las proteínas expresadas en virus vaccinia se clonaron en el vector pRB21, cedido 
por el Dr. Rafael Blasco (Departamento de. Biotecnología, INIA). Este es un vector 
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derivado del pGEM7 que contiene el promotor sintético vp37 de la proteína del virus 
vaccinia F13L de expresión temprana / tardía (22). Además también se empleó el vector 
pRB21-PS-Myc-His que incorpora modificaciones llevadas a cabo en el laboratorio del Dr. 
Blasco. Estas modificaciones consisten en la adición de la secuencia de un péptido señal, 
que posteriormente es sustituida por los fragmentos a clonar, una secuencia que codifica un 
epítopo Myc para su posterior aplicación en técnicas inmunológicas y una secuencia que 
codificaba un tallo de 6 His para su posterior utilización en técnicas inmunológicas y de 
purificación. 
Para la clonación de los fragmentos génicos en los vectores pFastBacMel2 y 
pRB21-Myc-His se empleó el estuche comercial T4 DNA Ligase (Roche). 
 
Tabla 6. Reacciones usadas en los procesos de clonación 
 
Reacción control 
ligasa + 
Reacción control 
ligasa - 
Reacción ligación 
inserto vector 
Vector 50-100 ng 50-100 ng 50-100 ng 
Tampón ligasa 10x 1x (1.5µl) 1x (1.5µl) 1x (1.5µl) 
 
Inserto 
 
------- 
 
------- 
Relación inserto/vector 
entre 3 y 5 
Ligasa 1 U/µl 1U (1 µl) ------- 1U (1 µl) 
Volumen final 15 µl 15 µl 15 µl 
H2O milliQ estéril 
Hasta completar el 
volumen necesario 
Hasta completar el 
volumen necesario 
Hasta completar el 
volumen necesario 
 
La reacción de ligación (Tabla 6) se llevó a cabo durante 2h a temperatura ambiente 
siguiendo una relación inserto vector que se calculó de la siguiente manera: 
ng Inserto= (ng Vector x Kb Inserto/Kb Vector) x (relación Inserto/Vector) 
En algunos casos, por requerimientos de masa, se incluyeron los fragmentos 
génicos de las proteínas a clonar o de los fragmentos a secuenciar, en vectores pCR
®
4-
TOPO
®
 incluidos en el estuche comercial TOPO TA Cloning
®
 Kit (Invitrogen) y/o en 
vectores pcDNA3.1/V5-His-TOPO
®
 incluidos en el estuche comercial
 
pcDNA3.1/V5-
His
©
TOPO
® 
TA Expresion Kit (Invitrogen) siguiendo las instrucciones de los fabricantes y 
aprovechando las colas de adeninas que introducen las enzimas Taq polimerasas al final de 
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los extremos de los fragmentos amplificados por PCR para su clonación. También se 
empleó el vector comercial pEGFP-C2 (Clontech) para la generación de las proteínas 
recombinantes de ORF2 fusionadas a GFP, así como para su uso como control negativo de 
expresión de GFP en los experimentos realizados con ellas. 
3.2 Mutagénesis dirigida 
En ocasiones fue necesaria la mutagénesis de nucleótidos del ADN plasmídico para 
la eliminación y/o la creación de nuevos sitios de reconocimiento por parte de enzimas de 
restricción, o de codones de terminación de la pauta de lectura aminoacídica. Con este 
propósito se usó el estuche comercial QuickChange®XL Site-Directed Mutageneis KIT 
(Stratagene) siguiendo las instrucciones del fabricante y oligonucleótidos especialmente 
diseñados que introducen los cambios deseados. Este sistema se empleó para crear un sitio 
de restricción Hind III, que flanquea el extremo 5´ del péptido señal del vector del virus 
vaccinia pRB-PS-Myc-His para poder sustituirlo con posterioridad por los insertos ORF2 y 
Δ(1-111)-ORF2 generados. Así mismo, también se empleó en los plásmidos recombinantes 
pRB-Myc-His-ORF2* y pRB-Myc-His-Δ(1-111)-ORF2* con el fin de eliminar un codón de 
parada de la pauta de lectura. 
3.3 Obtención de los plásmidos recombinantes 
A continuación se resumen los pasos seguidos en la obtención de los plásmidos 
recombinantes generados en este trabajo. Muchos de ellos son herramientas intermedias 
necesarias para la producción de los plásmidos recombinantes empleados en la generación 
de los virus baculovirus y vaccinia recombinantes finales. 
 TOPO-TA-ORF2-VV 
Proveniente del clonaje del fragmento ORF2-VV, amplificado con los 
oligonucleótidos HE-E-Eco-F/HE-E-Bam-R por RT-PCR directa bajo las condiciones 
descritas con anterioridad y purificado, se clonó en el plásmido pCR
®
4-TOPO
®
. 
 pRB21-ORF2 
Obtenido tras la digestión del plásmido TOPO-TA-ORF2-VV con las enzimas 
EcoRI y BamHI que liberan el fragmento ORF2-VV-EcoRI/BamHI. Tras la purificación 
del mismo, 50 ng del inserto se ligaron con 50 ng del vector pRB21, previamente tratado 
con las mismas enzimas y purificado. 
                                                                                                                Materiales y métodos 
43 
 TOPO-TA-ORF2-BAC 
El inserto ORF2-BAC se obtuvo por PCR del plásmido TOPO-TA-ORF2-VV, con 
los oligonucleótidos HE-Bam-Bac-F/HE-Kpn-Bac-R, bajo las condiciones descritas con 
anterioridad y, tras purificarse, se clonó en el vector pCR
®
4-TOPO
®
. 
 pORF2-BAC 
Este vector, que fue utilizado con posterioridad para la generación del baculovirus 
recombinante que expresa la proteína ORF2r completa, se obtuvo tras la digestión doble 
del plásmido TOPO-TA-ORF2-BAC con las enzimas BamHI y KpnI. Posteriormente se 
purificó el fragmento correspondiente, ORF2-BAC, y 67 ng del mismo se ligaron con 50 
ng del vector pFast BacMelB2, previamente digerido con las mismas enzimas y purificado. 
 pRB21-Δ(1-111)-ORF2 
Se llevo a cabo una PCR sobre el plásmido TOPO-TA-ORF2-VV, con los 
oligonucleótidos T-HE-Eco-VV/HE-E-Bam-R, bajo las condiciones descritas con 
anterioridad y se obtuvo el fragmento Δ(1-111)-ORF2-VV que se purificó. Tras digerirlo con 
EcoRI y BamHI y su posterior purificación, 26 ng de este inserto se ligaron con 40 ng del 
vector pRB21 previamente digerido con las mismas enzimas y purificado. 
 pΔ(1-111)-ORF2-BAC 
Este vector se usó con posterioridad para la obtención del baculovirus recombinante 
que expresa la proteína Δ(1-111)-ORF2r. Para la obtención del inserto se hizo PCR sobre el 
plásmido TOPO-TA-ORF2-VV con los oligonucleótidos T-HE-Bam-Bac-F/HE-Kpn-Bac-
R. El fragmento purificado se digirió con BamHI y KpnI, se purificó de nuevo y 37 ng del 
mismo se ligaron con 50 ng del vector pFastBacMelB2, previamente digerido con las 
mismas enzimas y purificado. 
 TOPO-ORF2-HindIII/EcoRI 
Se hizo PCR sobre el plásmido pRB21-ORF2, con los oligonucleótidos VV-ORF2-
HindIII-F/VV-ORF2-EcoRI-R bajo las condiciones descritas con anterioridad para obtener 
el fragmento ORF2-(HindIII/EcoRI) que se purificó y clonó en el vector pcDNA3.1/V5-
His-TOPO
®
. 
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 TOPO-Δ(1-111)-ORF2 HindIII/EcoRI 
El fragmento Δ(1-111)-ORF2 HindIII/EcoRI, obtenido mediante PCR del plásmido 
pRB21-Δ(1-111)-ORF2 con los oligonucleótidos VV-Δ-ORF2-HindIII-F/VV-ORF2-EcoRI-
R bajo las condiciones descritas con anterioridad, se purificó y clonó en el vector 
pcDNA3.1/V5-His-TOPO
®
. 
 pRB-Myc-His-ORF2* 
La obtención de este vector recombinante, usado con posterioridad en la generación 
del virus vaccinia recombinante, expresa la proteína ORF2r-vv entera y se obtuvo tras la 
digestión doble del plásmido TOPO-ORF2-HindIII/EcoRI con las enzimas HindIII y 
EcoRI. A continuación, 50 ng del producto de digestión purificado, ORF2-HindIII/EcoRI, 
se ligaron con 40 ng del vector pRB-HindIII/EcoRI-Myc-His, previamente digerido con las 
mismas enzimas de restricción y purificado. 
 pRB-Myc-His-Δ(1-111)-ORF2* 
Este vector se creó para posteriormente obtener el virus vaccinia recombinante que 
expresa la forma truncada de la proteína de la cápsida del VHE, Δ(1-111)-ORF2r-vv. El 
inserto Δ(1-111)-ORF2-HindIII/EcoRI se obtuvo por la digestión doble del plásmido TOPO-
Δ(1-111)-ORF2 HindIII/EcoRI con las enzimas de restricción HindIII y EcoRI y, tras su 
purificación, 40 ng del mismo se ligaron con 40 ng del vector pRB-HindIII/EcoRI-Myc-
His que había sido previamente digerido con las mismas enzimas de restricción y 
purificado. 
 pRB-Myc-His-ORF2 
Obtenido tras la mutagénesis dirigida del plásmido pRB-Myc-His-ORF2*. 
 pRB-Myc-His-Δ(1-111)-ORF2 
Obtenido tras la mutagénesis dirigida del plásmido pRB-Myc-His-Δ(1-111)ORF2*. 
 p-GFP-ORF2r 
La transfección de este vector en células eucariotas da lugar a la proteína ORF2r 
fusionada a GFP por su extremo N-terminal. Se obtuvo tras la clonación del fragmento 
ORF2r, sacado del plásmido pRB-Myc-His-ORF2 por digestión con las enzimas de 
restricción HindIII y EcoRI y, previa purificación, en el vector comercial pEGFP-C2. 
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 p-GFP-Δ(1-111)-ORF2 
La transfección de este vector en células eucariotas da lugar a la proteína Δ(1-111)-
ORF2r fusionada a GFP por su extremo N-terminal. Se obtuvo tras la clonación del 
fragmento Δ(1-111)-ORF2r, sacado del plásmido pRB-Myc-His-Δ(1-111)-ORF2 por digestión 
con las enzimas de restricción HindIII y EcoRI y, previa purificación, en el vector 
comercial pEGFP-C2. 
3.4 Transformación en bacterias 
Previo a la transformación en bacterias electrocompetentes y con el fin de evitar 
posibles rupturas de las cubetas de electroporación por interferencia de las sales con la 
corriente eléctrica, se hizo un paso de diálisis de las reacciones de ligación. Las muestras 
se dializaron sobre filtros de diálisis de 0.025 µm (Milipore) en agua milliQ durante 1 hora 
a temperatura ambiente.  
La transformación del ADN plasmídico se llevó a cabo en bacterias 
electrocompetentes, E.coli DH5-α (Invitrogen). La electroporación se realizó en cubetas de 
electroporación (BioRad, 0,1 cm electrode) previamente refrigeradas en hielo. Se transfirió 
el volumen deseado de la reacción de ligación dializada y 10 µl de bacterias a la cubeta de 
electroporación, y se le dio un pulso eléctrico bajo los parámetros de 25 µFD de capacidad, 
200 Ω de resistencia y 1.8 kV de tensión, utilizando el equipo Gene Pulser (BioRad). 
Inmediatamente tras la electroporación, la mezcla de bacterias se diluyó en 700 µl de 
medio SOC (Invitrogen) o de medio LB (10 g/l de bactotriptona (Difco), 5 g/l de extracto 
levadura (Difco), 10 g/l de NaCl y H2O destilada), previamente atemperado y se incubó a 
37°C durante 30-45 minutos. A continuación se sembraron diferentes diluciones en placas 
de LB-Agar [LB + 15 g/l de agar (Difco)] con 150 µg/ml de ampicilina (Boehringer 
Mannheim) y se incubaron toda la noche a 37°C. 
3.5 Purificación del ADN de los plásmidos 
Se seleccionaron colonias aisladas, que se recogieron con puntas estériles bajo la 
llama de un mechero de alcohol, y se pusieron a crecer junto con un control negativo de 
bacterias en 4 ml de medio TB (12 g/l de bactotriptona, 24 g/l de extracto de levadura, 4 
ml/l de glicerol (Merck), 2.31g/l de KH2PO4 0.17 M, 12.54 g/l de K2HPO4 0.72 M (Fluka), 
H2O destilada y ampicilina 150 µg/ml) durante toda la noche a 37° C en una incubadora 
(WTC Binder) con agitación a 220 r.p.m. 
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Las colonias crecidas (3 ml del cultivo) se sometieron al método de lisis alcalina 
descrito con anterioridad (198) para el aislamiento del ADN del plásmido. Parte del cultivo 
se mezcló con un 30% de glicerol estéril y se almacenó a -80° C para su posterior 
utilización. Se hicieron al menos dos réplicas de cada clon de bacterias seleccionado y se 
guardaron en congeladores distintos. 
3.6 Ensayos con enzimas de restricción 
Las enzimas de restricción (Roche) se emplearon para el tratamiento de los insertos y 
vectores correspondientes para su posterior ligación (como paso previo a la secuenciación) 
y para el chequeo de la presencia del inserto y de su correcta orientación en los posibles 
clones positivos. En todos los casos se siguieron las instrucciones de los fabricantes. 
 
4. SECUENCIACIÓN Y ANÁLISIS BIOINFORMÁTICO 
La selección de los clones positivos se llevó a cabo siempre tras el análisis de su 
secuencia. De igual forma se secuenciaron diferentes fragmentos amplificados de los 
sueros del estudio de la prevalencia de la cabaña porcina con el fin de determinar el 
genotipo del virus. Las secuenciaciones fueron realizadas por el servicio de secuenciación 
del C.I.B. (SECUGEN).  
Los alineamientos de secuencias se llevaron a cabo con los programas GeneDoc 
(www.nrbsc.org/gfx/genedoc/) y/o BLAST (.www.nlm.nih.gov/BLAST/) y posteriormente 
se refinaron manualmente. Además se usaron diversos programas de acceso libre para la 
traducción del ADN en proteínas (EXPASY), la predicción de secuencias 
(cbs.dtu.dk/services), el diseño de los clonajes (p-Draw) o la creación de los árboles 
filogenéticos (BioEdit). 
 
5. CÉLULAS  
5.1 Líneas celulares 
Las líneas celulares empleadas en este trabajo se resumen en la tabla 7. 
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Tabla 7. Líneas celulares. 
 
Línea celular Especie 
 
Tejido Morfología 
BHK-21 Hámster Riñón Fibroblástica 
BSC-1 Mono verde africano Riñón Epitelial 
 
Sf21 Spodóptera frugiperda 
 
Ovario  Epitelial 
 
Sp2 Ratón Mieloma Tumorales 
 
 
5.2 Medios de cultivo 
Las células BHK-21 se cultivaron en medio esencial mínimo de Glasgow GMEM 
(Gibco BRL) suplementado con un 10% de medio triptosa fosfato 29.5 g/l (Gibco BRL), 
10 mM Hepes (BioWhittaker), 2 mM de L-glutamina (BioWhittaker), 1 µg/ml de 
penicilina (BioWhittaker), 1µg/ml de estreptomicina (BioWhittaker) y suero fetal bovino 
(SFB) al 5% (Lonza). 
Las células BSC-1 se crecieron en medio esencial mínimo de Eagle, modificado por 
Dulbecco, EMEM, (BioWhittaker), suplementado con 2 mM de L-glutamina 
(BioWhittaker), 1 µg/ml de penicilina (BioWhittaker), 1 µg/ml de estreptomicina 
(BioWhittaker) y SFB al 5%.  
Ambas líneas celulares se mantuvieron a 37° C en una atmósfera controlada de CO2 
al 5% y una humedad del 95%. En procesos de infección el SFB se redujo al 2%. 
Las células de insecto Sf-21 se cultivaron en medio BD BaculoGold ™ TNM-FH 
(BD-Biosciences) complementado con 0.1 mg/ml de gentamicina (Lonza) y, en ocasiones, 
con 2.5 µg/ml de anfotericina B (Lonza). Estas células se cultivaron a 27° C en ausencia de 
CO2. 
Las células Sp2 se cultivan en medio RPMI-1640 (BioWhittaker) complementado 
con 50 µg/ml de gentamicina (Lonza), 2 mM de L-Glutamina (BioWhittaker), 1 mM de 
Piruvato sódico (BioWhittaker) y 10% de SFB en el que se había inactivado el 
complemento por incubación a 56º C durante 30 min. Se cultivaron a 37° C en una 
atmósfera controlada de CO2 al 5% y una humedad del 95%. 
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6. VIRUS 
Los virus de insecto empleados en este trabajo, no generados en el mismo, fueron 
baculovirus recombinantes que expresaban proteínas irrelevantes usadas como controles 
negativos de los experimentos y que fueron cedidos por el Dr. J.M. Escribano. 
De igual forma en el caso de los virus vaccinia se utilizó, por un lado, un virus 
vaccinia silvestre, Western Reserve (WR), empleado como control negativo de los 
procesos estudiados y por el otro, un virus vaccinia modificado, el V-RB12, que es un 
mutante de deleción del gen F13L, que fueron amablemente cedidos por el Dr. R. Blasco.  
6.1 Producción de virus recombinantes 
6.1.1 Baculovirus 
Los baculovirus recombinantes se generaron siguiendo las instrucciones del sistema 
comercial de Invitrogen, Bac-to-Bac
® 
Baculovirus Expression System. El sistema se basa 
en la transformación de células de E.coli DH10Bac™, con los vectores pFastBac 
recombinantes generados que incluyen los insertos de interés. Estas células tienen la 
característica de poseer en su interior un genoma completo de baculovirus, un bácmido. En 
este bácmido existen secuencias mini-attTn7 de unión del transposón Tn7, presente en el 
vector pFastBac, como describimos con anterioridad. Entre estas secuencias se incluye 
también un segmento que codifica para el péptido LacZα, sin interrupción de su expresión, 
que complementa la deleción de este gen del genoma de las bacterias y así les permite 
formar colonias azules en presencia de un sustrato adecuado, como por ejemplo X-gal, 
junto con un inductor adecuado, como el IPTG. También posee genes de resistencia a 
kanamicina. Además, contiene un plásmido cooperador (helper) que facilita la 
transposición de los transposones Tn7 que flanquean los insertos de interés en los vectores 
pFastBac recombinantes, dentro de la región de transposición mini-att7 del genoma del 
bácmido. De esta forma, se sustituye un casete por otro y se interrumpe la expresión del 
operón del gen LacZα. Además, contiene genes de resistencia a tetraciclina. Todo ello 
permite la selección de los clones positivos por coloración blanca y resistencia a 
antibióticos. 
Se transformaron unos 15 ng de cada plásmido recombinante, p-ORF2-BAC y pΔ(1-
111)-ORF2-BAC con 100 µl de bacterias DH10Bac™. Se mezclaron y se incubaron 30 min 
en hielo, se les dio un choque térmico por calor a 42° C durante 45 seg y, de nuevo, se 
                                                                                                                Materiales y métodos 
49 
mantuvieron en hielo durante dos minutos. Transcurrido este tiempo la mezcla se diluyó en 
900 µl de medio SOC y se dejó 4 h en una incubadora con agitación a 225 r.p.m. 
A continuación, se sembraron las bacterias en placas de LB-Agar con 50 µg/ml de 
kanamicina (Sigma), 7 µg/ml de gentamicina y 10 µg/ml de tetraciclina (Boehringer 
Mannheim), a las que previamente se habían añadido 100 µg/ml de X-Gal (MBI-
Fermentas) y 40 µg/ml de IPTG (MBI-Fermentas) con un asa de siembra y en condiciones 
estériles. Se sembraron diferentes diluciones con el fin de conseguir colonias aisladas y se 
dejaron 48 h a 37° C. Se llevó a cabo un aislamiento por zig-zag de algunas de las colonias 
blancas crecidas bajo las mismas condiciones de antibióticos y X-Gal e IPTG, y se dejaron 
72 h a 37° C para asegurar la selección por color de los positivos. En cada placa se incluyó 
también una colonia azul como control de la actividad del X-Gal y de la funcionalidad del 
sustrato de la enzima y del inductor de la misma. Se seleccionaron colonias blancas 
aisladas que se crecieron en 5 ml de medio líquido de cultivo LB con kanamicina, 
gentamicina y tetraciclina. Se cultivaron en una incubadora a 37° C en agitación a 225 
r.p.m. durante 4 h. Transcurrido este tiempo, se diluyeron 800 µl de los cultivos crecidos 
en 400 ml del mismo medio de cultivo y bajo las mismas condiciones. 
El aislamiento de los bácmidos recombinantes se realizó por el método de lisis 
alcalina descrito con anterioridad (198). Tras la cuantificación de los bácmidos 
recombinantes mediante espectrofotometría (NanoDrop
®
 ND-1000 Spectrophotometer, 
Bonsai Technologies), se chequeó la presencia de los insertos en los bácmidos 
recombinantes mediante PCR usando 100 ng de ADN, el estuche comercial y los 
oligonucleótidos en él incluidos, los cuales flanquean la región de clonación, siguiendo las 
instrucciones de los fabricantes. Se seleccionaron bácmidos recombinantes positivos que 
incluyeron cada una de las proteínas de interés, Bácmido-ORF2 y Bácmido-Δ(1-111)-ORF2 
y se almacenaron en alícuotas a -20° C para poder ser utilizados con posterioridad. 
Para la obtención de los baculovirus recombinantes se transfectaron células de 
insecto Sf21 con los bácmidos recombinantes respectivos. Para ello se mezcló 1 µg de cada 
bácmido recombinante con 200 µl de medio Grace´s (Invitrogen) y 6 µl de cellfectina 
(Invitrogen) a temperatura ambiente durante 45 min. Pasado este tiempo se completó la 
mezcla con 800 µl de medio Grace´s. Se transfectaron 9 x 10
5
 células Sf21 en placas de 9 
cm
2
 (Nunc) con la mezcla anterior y se mantuvieron durante 5 h a 27° C. A continuación se 
retiró la mezcla de transfección y se completó con medio de células de insecto, 
manteniéndose en la incubadora 72 h. Pasado este tiempo se recogió el sobrenadante del 
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cultivo, se centrifugó a 1200 r.p.m. durante 5 min a 4° C, y se recogió el sobrenadante, el 
cual pasó a ser considerado como solución de almacenamiento (stock) del primer pase de 
los baculovirus, P1. Posteriormente se procedió a la amplificación de los baculovirus 
almacenados mediante dos rondas más de infección, P2 y P3, realizadas mediante 
sucesivas infecciones de 2 x 10
6
 células Sf21 con 500 µl de cada pase de orden menor. Los 
baculovirus BAC-ORF2 y BAC-Δ(1-111)-ORF2 se guardaron a 4° C. También se guardaron 
a -80° C alícuotas de cada solución de almacenamiento (stock).  
6.1.2 Virus vaccinia 
Para la generación de los virus vaccinia recombinantes se procedió a la infección-
transfección de células BHK-21 con el virus vaccinia V-RB12 y los plásmidos 
recombinantes pRB-Myc-His-ORF2 y pRB-Myc-His-Δ(1-111)-ORF2. 
La infección-transfección se realizó en placas de 9 cm
2
 con una confluencia de 
células del 80-90%. Se infectó a una multiplicidad de infección (MDI) de 0.05 ufp 
(unidades formadoras de placa) en medio libre de SFB y sin antibióticos. El virus se 
mantuvo 1 h y 20 min para su correcta absorción. Pasado este tiempo, se retiró el inóculo y 
se completó con medio al 2.5% de SFB y antibióticos. A continuación se añadió la mezcla 
de transfección previamente preparada. Como agente transfectante se utilizó FuGENE
®
 
HD Transfection Reagent (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se 
transfectaron 2 µg de plásmido recombinante que se mantuvo en cultivo durante 72 h a 
37ºC. Como control siempre se incluyó virus vaccinia no recombinante. Tras recoger el 
producto de la transfección, se llevaron a cabo tres rondas de plaqueo y aislamiento, o 
clonación, de los posibles recombinantes positivos. Para este fin se despegaron mediante 
rascado mecánico las células en monocapa y el material recogido se sometió a tres rondas 
de congelación-descongelación, intercalados con tres pulsos de sonicación de 15 seg cada 
uno a la máxima amplitud. Los productos procesados se guardaron a -80º C. 
Posteriormente, se infectaron monocapas de células BSC-1 con diluciones de orden 
10 del producto de la infección-transfección. Tras 1 h y 30 min de adsorción se retiró el 
inóculo, se lavó con medio sin SFB y se añadieron 3 ml de una mezcla al 50% de agarosa 
LMP al 2%, previamente autoclavada, y de medio MEM 2X (Gibco) suplementado con 
antibióticos y 2% de SFB. La infección se mantuvo 72 h a 37º C, tras lo cual se 
seleccionaron recombinantes positivos en base al tamaño (grande) de placa, producto de la 
recombinación del gen de la proteína F13L presente en los plásmidos pRB21 manipulados 
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con el virus V-RB12 que carece de él (23)  y por comparación con el fenotipo del virus no 
recombinante, placa pequeña. Tras recolectarlos de la agarosa se les añadieron 500 µl de 
medio DMEM al 5% de SFB y se procedió a tres nuevas rondas de congelación y 
descongelación y sonicación. Finalmente se seleccionó un único aislado con el que se 
procedió a la siguiente ronda de selección por plaqueo. Los virus seleccionados se 
conservaron a -80º C. Este procedimiento se repitió varias veces con el fín de clonar un 
virus p37 + (placa grande) / GPT-, lo que indica que el fragmento clonado en el plásmido 
entre las secuencias de recombinación se ha incorporado al virus sustituyendo el gen de la 
GPT que tenía el virus parental. 
                   
Figura 4. Esquema de la vía de selección de los virus vaccinia dobles recombinantes. 
 
Posteriormente se llevó a cabo la comprobación de que se había clonado el fenotipo 
de virus esperado mediante el ensayo de la GPT y la prueba del ácido micofenólico (23). 
En este procedimiento el virus GPT- no crece en presencia de ácido micofenólico. En el 
medio selectivo de ácido micofenólico se incluye hipoxantina y xantina, sustrato de la 
enzima GPT, lo que permitirá el crecimiento de los virus recombinantes GPT+ (Figura 4). 
Una vez se seleccionaron los dobles recombinantes, éstos se crecieron en células 
BSC-1 para incrementar su título y generar soluciones (stocks) de virus adecuados, VV-
ORF2 y VV-Δ(1-111)-ORF2, que se almacenaron a -80º C para ser usados con posterioridad.  
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6.2 Titulación de virus 
Los baculovirus se titularon en células Sf21. Las titulaciones se llevaron a cabo 
infectando 1.2 x 10
6
 células/pocillo con diluciones seriadas de virus. Se permitió la 
adsorción del virus durante 1 hora para después retirar el inóculo y se añadió 1.5 ml de 
agarosa LMP y medio de cultivo de células de insecto con antibiótico, en proporción 1:1, 
en las condiciones descritas anteriormente. Se protegió el cultivo de la luz y se dejó 8 días 
a 27º C en la incubadora. Finalizado este periodo se procedió a la tinción de las placas 
generadas añadiendo 1,5 ml/pocillo de rojo neutro (Sigma) diluido con PBS 1x filtrado 
(1:9), al que se permitió actuar durante un mínimo de 2 h en la incubadora a 27ºC. 
Posteriormente se retiró el exceso de colorante y se protegió de la luz, manteniéndolo a 4ºC 
toda la noche. Al día siguiente se procedió al contaje de las placas producidas tras la 
infección viral. 
Los virus vaccinia se titularon en células BSC-1 con una confluencia del 80%. Se 
hicieron diluciones seriadas del virus. El inóculo se mantuvo durante 1 h 30 min en medio 
de cultivo sin SFB y con antibióticos. Pasado este tiempo se retiró el inóculo y se lavó con 
medio sin SFB y con antibióticos y se añadieron 3 ml de una mezcla al 50% de agarosa 
LMP al 2% y de medio MEM 2x suplementado con antibióticos y 2% de SFB. Se dejó 72 
h a 37º C tras lo que, las placas se fijaron durante 1 h con formaldehido al 10% (Panreac). 
Se retiraron la agarosa y el formaldehido y se tiñó con una solución de 3 g/l de cristal 
violeta (Sigma), 4% de formaldehido (Panreac) y 50% de etanol absoluto (Merck) durante 
un mínimo de 1 h. Finalmente, se retiró el exceso de colorante, se lavó con H2O destilada, 
se dejó secar y se procedió al contaje de las placas generadas por la infección viral. 
6.3 Purificación de virus vaccinia 
Los virus vaccinia recombinantes VV-ORF2 y VV-Δ(1-111)-ORF2 y el virus usado 
como control, WR, se centrifugaron, primero a través de un colchón de sacarosa, y 
posteriormente se purificaron en gradientes de sacarosa. Para este fin se infectaron 
monocapas de células BSC-1 sembradas en frascos de 450 cm
2 
al 80% de confluencia. La 
infección se dejó progresar hasta que la monocapa estuvo totalmente arrasada. Se 
centrifugó el producto de la infección a 2500 r.p.m. durante 10 min y se disgregó el 
sedimento en 10 ml de 10 mM Tris HCl, pH 9. Los núcleos celulares se rompieron 
mecánicamente con un homogenizador y se centrifugaron de nuevo a 1500 r.p.m. durante 
10 min para retirar los restos nucleares y obtener el virus intracelular. El sobrenadante se 
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sometió a 3-4 pulsos de sonicación recorriendo todas las longitudes de onda y se centrifugó 
a través de un colchón de sacarosa al 32% a 18000 r.p.m. durante 1 h 30 min a 4º C en una 
ultracentrífuga (Optima
TM
 L-90K Ultracentrifuge Beckman Coulter). El sedimento se 
disolvió en 1 ml de 1 mM de Tris HCl y se cargó en un gradiente de sacarosa que se 
sometió a centrifugación a 14000 r.p.m. durante 50 min a 4º C. Se recogió la fracción que 
contenía el virus, apreciable a simple vista como una banda ligeramente blanca y después 
de lavar con 1 mM Tris HCl pH 9 y centrifugar de nuevo a 15000 r.p.m. durante 50 min, se 
disgregó en 1 mM Tris HCl pH 9. El virus purificado se guardó a -80ºC. 
 
7. PROTEÍNAS 
7.2 Obtención de proteínas recombinantes en células 
a) Células de insecto Sf21 
Para la obtención en células de insecto Sf21 de las proteínas recombinantes ORF2r 
y Δ(1-111)-ORF2r, se infectaron monocapas de células al 70-80% de confluencia con 
diferentes MDI, según los requerimientos, con los baculovirus recombinantes BAC-ORF2 
y BAC-Δ(1-111)-ORF2, respectivamente. La extracción de estas proteínas se llevó a cabo 
recogiendo el sobrenadante de cultivo junto con la monocapa celular, previamente raspada 
con rascador (IWAKI), y centrifugando el conjunto a 1200 r.p.m. durante 5 min a 4º C. El 
sobrenadante se guardó a 4º C para su posterior uso y el sedimento celular se disolvió en 
50 µl/1x10
6 
células de tampón RIPA (150 mM de NaCl, 5 mM de β- Mercaptoetanol (Bio 
Rad), 1% de NP40 (Fluka), 0.1% de SDS (Serva) y 50 mM de Tris-HCl pH 8) con 
inhibidores de proteasas, 1x Complete (ROCHE) y se dejó en hielo durante 30 min. 
Posteriormente se centrifugó a 12000 r.p.m. durante 20 min a 4º C y se recogió el 
sobrenadante y se almacenó a -20º C hasta su utilización. Se siguieron los mismos 
procedimientos con el control negativo, células de Sf21 de insecto infectadas con un 
baculovirus irrelevante. 
b) Células de mamífero BSC-1 y BHK-21 
Las proteínas recombinantes ORF2r-vv y Δ(1-111)-ORF2r-vv generadas en células 
BSC-1 y BHK-1 se obtuvieron tras la infección a diferentes MDI, según los 
requerimientos, de monocapas de células al 80% de confluencia con los virus vaccinia 
recombinantes VV-ORF2 y VV-Δ(1-111)-ORF2, respectivamente. Se recogió el 
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sobrenadante de cultivo y la monocapa celular raspando con un rascador y se centrifugó a 
1500 r.p.m. durante 5 min. Se descartó el sobrenadante y el sedimento se disgregó en 2 
µl/cm
2
 de células con tampón de lisis-NP40 (1% de NP40, 50 mM de Tris-HCl pH 7.6, 150 
mM de NaCl, 2 mM de EDTA) e inhibidores de proteasas 1x. Se dejó 30 min a 4º C 
agitando con vortex cada 5 min. Se sometió a 3 pulsos de sonicación de 10 seg y amplitud 
máxima y se centrifugó 2 min a 13000 r.p.m. Finalmente, se recogió el sobrenadante y se 
guardó a -20ºC hasta su utilización. El mismo procedimiento se utilizó para procesar el 
control negativo, células de mamífero infectadas con el virus vaccinia silvestre WR. 
7.2 Obtención de proteínas recombinantes en larvas de insecto 
Las proteínas recombinantes ORF2r y Δ(1-111)-ORF2r obtenidas de larvas de insecto 
de Trichoplusia ni infectadas con los baculovirus recombinantes BAC-ORF2 y BAC-Δ(1-
111)-ORF2, se obtuvieron tras la inoculación de las larvas siguiendo protocolos descritos 
con anterioridad (18, 176). De forma resumida, las larvas criadas en condiciones de 
seguridad de nivel 2 se sedaron y se mantuvieron en hielo durante 15 min. A continuación, 
se inocularon con los baculovirus recombinantes cerca del propodio (pie abdominal de las 
larvas) y se mantuvieron en cámaras de crecimiento a 28º C hasta el momento óptimo de 
recolección, en el cual se congelaron a -80º C hasta ser procesadas. 
El procesamiento de las larvas se llevó a cabo siguiendo protocolos ya descritos 
(18, 176) mediante la trituración de las larvas en una batidora (Waring Commercial, 
Laboratory Blender) junto con un tampón de extracción consistente en PBS 1x, 1% de 
tritón X100 (Sigma), inhibidores de proteasas 1x y 25 mM de DTT (AppliChem). Se 
usaron 2 ml de tampón por larva. Para la obtención de los extractos crudos se procesaron 
habitualmente 10 larvas. Posteriormente la mezcla se centrifugó a 5000 r.p.m. durante 15 
min a 4º C en ultracentrífuga (Avanti TM J-25I Centrifuge, Beckman Coulter) y el 
sobrenadante se filtró a través de un filtro miracloth (WNR), centrifugándose de nuevo a 
10000 r.p.m. durante 15 min a 4º C. El sobrenadante se filtró de nuevo y se guardó en 
alícuotas a -20º C hasta su utilización. Se siguió el mismo procedimiento para el control 
negativo, larvas infectadas con un baculovirus irrelevante. 
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7.2.1 Cinética de la expresión de las proteínas recombinantes en células de insecto 
Se llevó a cabo una cinética de la expresión de las proteínas recombinantes ORF2r 
y Δ(1-111)-ORF2r expresadas en células de insecto infectadas con los baculovirus 
recombinantes, BAC-ORF2 y BAC-Δ(1-111)-ORF2, con el fin de establecer el momento 
óptimo de su expresión. Se infectaron monocapas celulares al 50% de confluencia y baja 
MDI (0.5 ufp/célula) que se fueron recolectando desde día 1 a 8 post-infección. 
7.3 Purificación de proteínas recombinantes 
Las proteínas recombinantes ORF2r y Δ(1-111)-ORF2r, expresadas en larvas de 
insecto infectadas con los baculovirus recombinantes BAC-ORF2 y BAC-Δ(1-111)-ORF2 se 
purificaron parcialmente. Aprovechando la cola de His se usaron columnas de afinidad His 
gravitrap (HealthCare) siguiendo las instrucciones de los fabricantes. El sistema permite la 
purificación de las proteínas bajo condiciones nativas, con imidazol (Merck) y se basa en 
la unión de iones de Ni
2+
 a una resina y en la afinidad de estos iones por los residuos de 
His, bajo determinadas condiciones de pH. Se purificaron las proteínas producidas por 16 
larvas infectadas con los baculovirus recombinantes que se procesaron de forma similar a 
los extractos crudos de larvas, variando la composición del tampón de extracción que, en 
este caso, fue una solución de unión 10 mM de imidazol, que contiene 10 mM de imidazol, 
1x de inhibidores de proteasas, 1.5% de tritón X100, 3 mM de DTT y 1x de tampón fosfato 
8x (79.77 mM de Na2HPO4. 2H2O, 80.44 mM de NaH2PO4 . H2O, Merck y 4 M de NaCl, 
pH 7.4). Después de la primera centrifugación se incluyó un paso de sonicación de tres 
pulsos de 10 seg y amplitud de 80V. Antes de pasar la muestra por las columnas, éstas se 
equilibraron con 10 ml de solución de lavado 10 mM de imidazol (en tampón fosfato 1x). 
Posteriormente se llevaron a cabo dos lavados consecutivos con solución de lavado 10 mM 
y 20 mM de imidazol (en tampón fosfato 1x) y, por último, las proteínas se eluyeron con 
una solución de imidazol 500 mM (en tampón fosfato 1x y 1x de inhibidores de proteasas). 
Se siguieron los mismos procedimientos con el control negativo, correspondiente a larvas 
de insecto infectadas con un baculovirus irrelevante. 
7.4 Electroforesis de proteínas 
Las proteínas se preparan con tampón de ruptura desnaturalizante 1x [(62.5 mM de 
Tris HCl pH 6.8, 2% de SDS, 0,1 M de β-Mercaptoetanol, 40% de glicerol y 0.05 mg de 
azul de bromofenol (Sigma)]. Antes de cargarlas en el gel se desnaturalizaron a 100º C 
durante 5 min y se pasaron rápidamente a hielo para evitar la re-naturalización. Las 
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proteínas se resolvieron en condiciones desnaturalizantes usando geles de poliacrilamida al 
10% en presencia de SDS al 0.2% (SDS-PAGE) y a un amperaje de 30 mA por gel.  
Para poder visualizar las proteínas los geles se tiñeron con Azul de Coomassie 
[0.25% de Coomassie Brilliant Blue R-250 (Biorad), 45% de metanol (Merck) y 10% de 
ácido acético (Merck)] retirando el exceso de colorante con una solución que contenía un 
45% de metanol y un 10% de ácido acético. 
 7.5 Determinación de la concentración de proteínas 
La concentración de las proteínas se determinó por espectrofotometría empleando 
el método de Bradford (27) con el reactivo comercial BIO-RAD Protein Assay (Biorad) 
siguiendo las instrucciones del fabricante y usando como recta patrón una curva de 
seroalbúmina bovina, BSA (Sigma) de concentración conocida.  
Cuando las proteínas a cuantificar eran visibles en geles de poliacrilamida SDS-
PAGE teñidos con Azul de Coomassie, también se determinó su concentración por 
densitometría usando de nuevo como patrón una curva de BSA de concentración conocida. 
7.6 Ensayos de glicosilación de las proteínas recombinantes 
Para determinar la posible glicosilación de las proteínas recombinantes expresadas 
en los distintos sistemas utilizados se usó la tunicamicina, un inhibidor de la N-
glicosilación de las proteínas (53, 54, 218-220). Como control de la actividad de la 
tunicamicina se realizó el ensayo en el virus vaccinia silvestre WR, analizándose la 
glicosilación o ausencia de la misma, de la glicoproteína de expresión tardía  B5 (58, 101). 
En el caso de baculovirus se usó un recombinante, el BacGmel (72), que expresa una 
glicoproteína unida a His.  
Se infectaron células BSC-1 en pocillos de 9 cm
2
 al 80% de confluencia con 2 
ufp/célula de los vaccinias recombinantes VV-ORF2 y VV-Δ(1-111)-ORF2 y el control WR. 
Se dejó 1 h de adsorción con medio sin SBF ni antibióticos. Se lavaron los pocillos y se 
completó con medio al 2%. Se añadió 1 µg/µl de tunicamicina (Sigma) a los pocillos en el 
momento de la infección y cuatro horas después. Como control, en algunos pocillos no se 
añadió tunicamicina. Se incluyó también un control de células sin infectar a las que se 
sometió a  las mismas condiciones que las células infectadas. El experimento se realizó por 
duplicado, recogiéndose la infección a las 7 y 17 horas post-infección (h.p.i.). Los restos 
celulares y el sobrenadante de cultivo se centrifugaron a 2500 r.p.m. durante 5 min a  4º C. 
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El precipitado se resuspendió en 100 µl de solución de ruptura desnaturalizante 1x y se 
sometió a tres ciclos de congelación y descongelación y a tres pulsos de sonicación. 
En el caso de los baculovirus recombinantes se infectaron monocapas de células 
Sf21 al 50% de confluencia con los baculovirus recombinantes BAC-ORF2 y BAC-Δ(1-111)-
ORF2 y con el virus control de la glicosilación BacGmel a una MDI de 1 ufp/célula. Tras 1 
h y 30 min se lavó y se dejó con medio de cultivo. Se añadió tunicamicina en ese momento 
o a las 24 ó 48 h.p.i. De nuevo, en algunos pocillos, no se añadió tunicamicina. Los 
cultivos se recogieron a los 3 días post-infección (d.p.i.). 
 
8. TÉCNICAS INMUNOLÓGICAS 
8.1 Transferencia y Western-Blot (WB) 
Las proteínas resueltas en los geles de poliacrilamida SDS-PAGE se transfirieron a 
membranas de nitrocelulosa (Biorad) por transferencia electrónica durante 1 h y 30 min a 
180 mA. Las membranas se bloquearon durante 1 h con leche semidesnatada (Nestlé) al 
5% en PBS 1x-0.05% Tween (Biorad) y se incubaron durante toda la noche con los 
anticuerpos primarios diluidos en leche semidesnatada al 1% con PBS 1x-0.05% Tween. 
Los sueros policlonales de cerdo, de humano o de ratón se usaron a dilución 1:100, el 
anticuerpo monoclonal α- His (Clontech) se usó a 1:7500, el anticuerpo monoclonal α-B5 
(cedido por el Dr. Rafael Blasco) a 1:75. Después de lavar las membranas con PBS 1x-
0.05% Tween (dos lavados de 15 min) se incubaron con los anticuerpos secundarios 
conjugados con peroxidasa correspondientes, diluidos en leche semidesnatada al 1% en 
PBS1x-0.05% Tween durante 1 h. Las diluciones de los anticuerpos secundarios usados 
fueron: HRP anti-mouse IgG (Sigma) a 1:4000, HRP anti-porcine IgG (AbD Serotec) 
1:30000 y HRP anti-human IgG (AbD Serotec) 1:10000. De nuevo, las membranas se 
sometieron a 4 lavados de 15 min con PBS 1x-0.05% Tween. Todas las incubaciones y 
lavados se realizaron en agitación. A continuación, las membranas se revelaron durante 1 
min con ECL, 1:1 solución A y B (A: 2.5 mM de luminol (Sigma), 0.4 mM de ácido p-
cumárico (Sigma), 100 mM de Tris-HCl pH 8.5; B: 100 mM de Tris-HCl pH 8.5, 0.018 %  
de H2O2) y exposición con películas fotográficas X-Ray film (Agfa). 
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8.2 Ensayo inmunoenzimático 
a) ELISA indirecto 
Los ensayos se realizaron en placas de 96 pocillos (Nunc) que se tapizaron con 50 
µl/pocillo de antígeno diluido en tampón carbonato-bicarbonato pH 9.6 (1.59 g/l de 
Na2CO3 (Merck), 2.93 g/l de NaHCO3 (Merck), y H2O destilada) y se incubaron toda la 
noche a 4º C. Se bloquearon los pocillos con 100 µl/pocillo de leche semidesnatada al 3% 
en PBS 1x-0.05% Tween durante 1 h a 37º C. Se añadieron 50 µl/pocillo de los sueros que 
se querían testar diluidos 1:100 en solución de bloqueo. En todos los casos se incluyó 
antígeno negativo en la dilución de los anticuerpos primarios en  la misma concentración 
con la que se había tapizado el pocillo de ELISA anteriormente. Se incubaron los sueros 
durante 1 h a 37º C. Posteriormente, se realizaron tres lavados con PBS 1x-0.05% Tween y 
se añadieron 50 µl/pocillo de la dilución del anticuerpo secundario, diluido en solución de 
bloqueo, y se incubaron 1 h a 37º C. Las diluciones de los anticuerpos secundarios 
empleadas fueron: HRP anti-ratón IgG (Sigma) a 1:3000, HRP anti-cerdo IgG (AbD 
Serotec) 1:30000 y HRP anti-humano IgG (AbD Serotec) 1:10000. Por último, se lavaron 
las placas 3 veces con PBS 1x-0.05% Tween, manteniendo el último lavado durante 5 min. 
A continuación se reveló el ELISA añadiendo 50 µl/pocillo de solución 
ortofenilendiamina, OPD (Sigma), junto con 0.056% de H2O2. Se dejó la reacción durante 
10 min a temperatura ambiente y en oscuridad antes de pararla con la adición de 50 
µl/pocillo de solución 3N de H2SO4 (Merck). Se determinó la absorbancia en un lector de 
microplacas (TecanGENios) utilizando un filtro de 492 nm de longitud de onda. Todas las 
muestras a testar se incluyeron por duplicado. 
Cuando se utilizó el estuche comercial MP Diagnostic Kit (GENELABS) se 
siguieron las instrucciones de los fabricantes y sus criterios a la hora del establecimiento de 
la positividad o negatividad de las muestras. Como este ensayo está desarrollado para 
sueros humanos, cuando se utilizó con los sueros porcinos se emplearon como controles 
negativos y positivos los sueros caracterizados descritos anteriormente y como anticuerpo 
secundario se utilizó HRP anti-cerdo IgG (AbD Serotec) a dilución 1:500. El resto de los 
procedimientos se mantuvieron siguiendo las instrucciones de los fabricantes. 
b) ELISA de competición 
El ELISA de competición se empleó para determinar si los anticuerpos 
monoclonales (AcMo) generados en esta tesis, 4G11 y 2F8 (ver apartado 11 de Materiales 
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y métodos), estaban dirigidos contra el mismo epítopo o contra epítopos distintos. Todos 
los tiempos de incubación y materiales empleados en el ELISA directo se mantuvieron en 
este ensayo, que consistió en tapizar los pocillos de ELISA con cada uno de los anticuerpos 
monoclonales a testar desde una dilución saturante a dilución límite. Después de la fase de 
bloqueo se añadió el anticuerpo competidor marcado con biotina, que en el caso del 4G11 
se usó a dilución 1:1600, y en el caso de 2F8 a dilución 1:200. Por último, como sustrato, 
se añadió estreptavidina conjugada con peroxidasa, Streptavidine-HRP (Invitrogen), a 
dilución 1:1500.  
8.3 Inmunofluorescencia indirecta 
Se llevaron a cabo ensayos de inmunofluorescencia en células de mamífero 
infectadas con los virus vaccinia recombinantes VV-ORF2 y VV-Δ(1-111)-ORF2, en células 
de insecto infectadas con los baculovirus recombinantes Bac-ORF2 y Bac-Δ(1-111)-ORF2, y 
en células transfectadas con los plásmidos que expresan las proteínas recombinantes 
fusionadas a GFP, p-GFP-ORF2 y p-GFP-Δ(1-111)-ORF2. En todos los casos se incluyeron 
células infectadas o transfectadas con los correspondientes controles negativos. 
Se crecieron células BSC-1 y BHK-21 al 80% de confluencia en cubreobjetos de 
vidrio y se infectaron con MDI variables de 0.5 -1 ufp/célula. Las células se fijaron a 7 y 
17 h.p.i., respectivamente. En el caso de los baculovirus recombinantes, se infectaron 
monocapas de células de insecto Sf21 al 80% de confluencia con MDI de 1 ufp/célula y se 
fijaron a las 72 h.p.i. En los ensayos de las proteínas recombinantes fusionadas a GFP, se 
transfectaron células BHK-21 con los plásmidos correspondientes bajo las mismas 
condiciones de trasfección empleadas en la producción de los virus vaccinia 
recombinantes. En este caso las células se fijaron a las 24 horas post-transfección. 
Las células se fijaron con metanol o con paraformaldehido 4%, PFA 4% (Merck). 
En el caso de las células fijadas con metanol, éstas se incubaron a -20º C durante 10 min 
con metanol 100% (previamente refrigerado a -20º C), a continuación se lavaron dos veces 
con PBS 1x y se incubaron con los correspondientes anticuerpos. Las células a fijar con 
paraformaldehido, se incubaron con PFA 4% añadido en frío durante 12 min. A 
continuación se lavaron dos veces con PBS 1x y en el caso de las permeabilizadas, se 
incubaron durante 15 min con PBS 1x-0,1% de TritónX-100. A continuación se lavaron 
con PBS 1x. Tanto las células previamente permeabilizadas con Tritón como las no 
permeabilizadas, se incubaron durante 5 min con PBS 1x-0.1 M de glicina (Merck). Por 
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último, se realizó un nuevo lavado con PBS 1x y se procedió a la incubación con los 
correspondientes anticuerpos. 
Todas las diluciones de los anticuerpos primarios y secundarios, así como las de los 
fluorocromos, se llevan a cabo en PBS 1x-20% de SFB. Las incubaciones con los 
anticuerpos primarios fueron de 45 min, lavando después la preparación con PBS 1x y la 
de los secundarios durante 30 min, lavando después la preparación dos veces con PBS 1x y 
una vez con H2O destilada para retirar posibles restos de cristales salinos. A continuación, 
se procedió al montaje de las preparaciones con FluorSave Reagent (Calbiochem). En 
algunas ocasiones se realizó una tinción del ADN con Hoescht (Invitrogen) En estos casos 
se añadió 30 min antes de parar la infección. 
Los anticuerpos y fluoróforos empleados fueron: anticuerpo monoclonal de ratón 
Anti-C-Myc, a dilución 1:200 (Roche), anticuerpo policlonal de conejo anti-calnexina a 
dilución 1:100 (Stressgen), anticuerpo policlonal de conejo anti-calreticulina a dilución 
1:200 (Abcam), lectina del germen de trigo (Wheat Germ Agglutinin-Alexa Fluor-594, 
WGA) a dilución 1:300 (Invitrogen), suero policlonal de cabra anti-IgG de ratón Alexa 
Fluor-488 ó 594 a dilución 1:500, suero policlonal de cabra anti-IgG de conejo Alexa 
Fluor- 488 ó 594 a dilución 1:400, suero policlonal de burro anti-IgG de rata Alexa Fluor-
594 a dilución 1:400 (Invitrogen), anticuerpo monoclonal de ratón anti-B5 (a dilución 
1:100) y sobrenadantes de cultivo de los AcMo 4G11 y 2F8 a dilución 1:150, o los AcMo 
conjugados con Alexa Fluor-488 a dilución 1:300 generados en este trabajo. 
 
9. MICROSCOPÍA ÓPTICA 
9.1 Microscopía de fluorescencia convencional 
La observación de las muestras se realizó empleando un microscopio de 
epifluorescencia Nikon, con un objetivo de 60x. Las fotografías de las células se 
adquirieron con una cámara Retiga Q-imaging. Las imágenes se procesaron usando el 
programa ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/). 
9.2 Microscopía de fluorescencia confocal 
La observación de las preparaciones se llevó a cabo usando un microscopio de 
fluorescencia confocal Leica TCS SPE usando un objetivo de 63x. Las imágenes se 
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adquirieron empleando la aplicación Leica Application Suite Advanced fluorescence 
software (LAS AF). 
 
10. EXPERIMENTOS IN VIVO 
La experimentación con animales se llevó a cabo siguiendo la legislación vigente y en 
particular de acuerdo al Real Decreto 1201/2005, del 10 de octubre, que versa sobre la 
protección de los animales destinados a la experimentación y a otros fines científicos y 
fueron previamente aprobados por los Comités de nuestra institución. Los experimentos se 
llevaron a cabo en los animalarios de nuestra institución. 
10.1 Ensayos de inmunización con el modelo murino 
La validación de las proteínas recombinantes ORF2r y Δ(1-111)-ORF2r, parcialmente 
purificadas de larvas infectadas con los baculovirus recombinantes BAC-ORF2 y BAC- 
Δ(1-111)-ORF2 y de los vaccinias recombinantes purificados VV-ORF2 y VV-Δ(1-111)-ORF2 
como inmunógenos se llevó a cabo en ratonas Swiss de 8 semanas de edad. Todas las 
inoculaciones se realizan intraperitonealmente y los ratones se sangraron de la mácula 
facial antes de las inmunizaciones a diferentes días post-inoculación, dpi. La producción de 
anticuerpos específicos de determinó mediante ELISA utilizando los sueros de los 
animales. Estos fueron anestesiados con halotano (Sigma) y sacrificados por dislocación 
cervical al final del experimento. Cuando se utilizó adyuvante, éste fue el de Freund 
(Sigma). Como control se incluyeron grupos de ratones inoculados con recombinantes 
irrelevantes o sin inocular. 
10.2 Estudio de la transmisión intrauterina y por lactancia de los anticuerpos 
desarrollados 
Para el estudio de la posible transmisión de anticuerpos de madres inmunizadas a 
sus crías y de las rutas de dicha transmisión se preñaron ratonas Swiss (blancas) 
inmunizadas. Al mismo tiempo se preñaron ratonas B6D2 (negras) sin inmunizar. En el 
momento del parto se intercambiaron aproximadamente la mitad de las camadas entre las 
ratonas inmunizadas y las no inmunizadas. En algún caso, crías procedentes de madres no 
inmunizadas se intercambiaron a 9 días post-parto (d.p.p.) para estudiar la transmisión de 
los anticuerpos a través de la leche, evitando de este modo la posible transmisión por 
calostro. Las crías de una u otra procedencia se diferenciaron por el color de su pelo. Se 
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sacrificaron crías a distintos d.p.p. y se extrajo sangre para los análisis inmunoenzimáticos. 
Además, para poder asegurar que se producía transmisión intrauterina de anticuerpos, en 5 
hembras previamente anestesiadas se realizaron cesáreas sacrificando los fetos en el 
momento en que se extrajeron de la placenta. 
11. PRODUCCIÓN DE ANTICUERPOS MONOCLONALES 
En colaboración con la Dra. Belén Borrego (CISA) se generaron anticuerpos 
monoclonales frente a las proteínas recombinantes generadas. Para este fin se inocularon 
ratonas Swiss con 100 µg de proteína recombinante Δ(1-111)-ORF2r parcialmente purificada 
de larvas infectadas administrada con adyuvante de Freund completo en la primera 
inmunización e incompleto en las inmunizaciones sucesivas. Los animales se sangraron a 
15 y 22 d.p.i. para testar por ELISA la presencia de anticuerpos específicos en el suero. 
Antes de llevar a cabo la extracción de los linfocitos del bazo de los animales, se les dio 
una dosis de recuerdo para provocar la reorganización de las células linfocitarias al bazo. A 
los 3 días de la dosis de recuerdo se sacrificaron los animales, previamente anestesiados, y 
se les extrajo el bazo en condiciones estériles, para proceder a la obtención de los linfocitos 
del mismo y a su posterior fusión con células de mieloma Sp2. El protocolo se basó en los 
descritos con anterioridad para la generación de anticuerpos monoclonales (1, 122). 
11.1. Análisis del isotipo de los AcMo 
Se llevó a cabo un análisis del isotipo de los AcMo de los sobrenadantes de cultivo 
usando el estuche comercial Mouse Immunoglobulin Isotyping ELISA Kit (BD 
Biosciences Pharmigen) siguiendo las instrucciones de los fabricantes. 
11.2. Purificación de los AcMo 
Los AcMo se purificaron por columnas de afinidad con proteína G utilizando G-
Sepharosa 4 Fast Flow (GE Healthcare). La resina se lavó con PBS 1x (en proporción 
1:10) en agitación a 4º C, realizándose, al menos, dos lavados. Posteriormente, se 
empaquetó la resina lavada en la columna. El sobrenadante de cultivo de los AcMo se 
mezcló con un volumen equivalente de tampón de unión (20 mM de fosfato sódico pH 7) y 
se pasó por la columna. A continuación se lavó la columna con 50 ml de tampón de unión 
y se procedió a eluir los AcMo retenidos en la columna añadiendo 15 ml de tampón de 
elución (0.1M de glicina-HCl pH 2.7), y recogiendo unas 10 fracciones de 
aproximadamente 1,5 ml (en tubos en los que previamente se había añadido 300 µl de 
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solución neutralizante (1M de Tris-HCl pH 9). La lectura del rendimiento de la 
purificación se llevó a cabo por espectrofotometría.  
11.3. Marcaje con biotina de los AcMo 
Para poder llevar a cabo los ensayos de competición en ELISA de los AcMo y 
establecer si éstos estaban dirigidos o no contra el mismo epítopo antigénico, se procedió a 
su marcaje con biotina. Para ello se dializaron los AcMo purificados frente a 0.1 M de 
bicarbonato sódico, pH 8.3, ajustando la concentración final a 1 mg/ml. Posteriormente, se 
añadió 125 μg de una solución de N-hidroxi-succinimida-biotina (Sigma) diluida en 
DMSO por cada mg de la solución de AcMo dializada, incubando la mezcla en agitación 
durante 4 h a temperatura ambiente. Finalmente, se volvió a dializar los AcMo-biotinilados 
frente a una solución de PBS 1x antes de proceder a comprobar el correcto marcaje por 
ELISA. 
11.4. Marcaje con Alexa Fluor-488 de los AcMo 
El marcaje de los AcMo con el fluorocromo Alexa Fluor-488 para su uso en 
inmunofluorescencia se realizó mediante el estuche comercial Alexa Fluor® 488 Protein 
Labeling Kit, Molecular Probes
TM
 (Invitrogen) siguiendo las instrucciones de los 
fabricantes. 
12. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS DATOS 
Las comparaciones estadísticas entre los grupos de datos se realizaron utilizando la 
prueba Chi-cuadrado de Pearson para variables categóricas mediante el programa 
GraphPad. Los valores de p<0.05 se consideraron significativos. 
  
RESULTADOS 
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1. OBTENCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE FORMAS RECOMBINANTES DE 
LA PROTEÍNA DE LA CÁPSIDA (ORF2) DEL VHE EN SISTEMAS 
HETERÓLOGOS 
 
El primer objetivo de esta tesis consistió en la obtención de formas recombinantes 
de la proteína de la cápsida, ORF2, del VHE de genotipo III, que es la proteína más 
inmunogénica del virus. Con este fin, las proteínas se expresaron y caracterizaron tras la 
infección de células y larvas de insecto con baculovirus recombinantes, así como de células 
de mamífero con virus vaccinia recombinantes. 
 
1.1 El sistema de baculovirus 
Se generaron dos baculovirus recombinantes, uno que expresa la proteína ORF2 
completa del VHE de genotipo III y otro que expresa una forma truncada de esta proteína 
que carece de los primeros 111 aminoácidos (Δ(1-111)-ORF2r). Esta forma truncada aparece 
de forma espontánea al expresar la proteína ORF2 completa en algunos sistemas celulares 
de insecto (136, 191, 262) y tiene la capacidad de formar VLPs (135, 136), mimetizando, 
probablemente, el resultado del procesamiento de la proteína de la cápsida del VHE 
durante el transcurso de las infecciones naturales. 
 
1.1.1 Obtención de los baculovirus recombinantes BAC-ORF2 y BAC-Δ(1-111)-ORF2r 
Tal y como se describe en Materiales y métodos, la proteína ORF2r completa se 
obtuvo por RT-PCR a partir del ARN vírico extraído de una muestra de heces 
perteneciente a un cerdo infectado de forma natural con el VHE. Tanto ORF2r completa 
como Δ(1-111)-ORF2r se clonaron en el vector de baculovirus pFastBacMel2 al que se 
añadió una cola de 6 Histidinas (His) para facilitar su reconocimiento y purificación 
(Figura 5). De este modo se obtuvieron los baculovirus recombinantes correspondientes, 
BAC-ORF2 y BAC-Δ(1-111)-ORF2. 
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Figura 5. Esquema del vector de baculovirus pFastBacMel2 empleado en la generación de los 
baculovirus recombinantes BAC-ORF2 y BAC-Δ(1-111)-ORF2. PPH: promotor de polihedrina, PS: péptido 
señal de la melitina, His: fragmento correspondiente a 6 histidinas, Amp: gen de resistencia a la ampicilina. 
BamHI, KpnI y EcoRI indican los sitios de reconocimiento de dichas enzimas de restricción utilizadas para 
la clonación de los fragmentos génicos del ORF2 del VHE. 
 
1.1.2 Expresión de las proteínas recombinantes ORF2r y Δ(1-111)-ORF2r en células de 
insecto 
La correcta expresión de las proteínas recombinantes ORF2r completa y Δ(1-111)-
ORF2r se ensayó en células Sf21 de insecto tras la infección con los correspondientes 
baculovirus recombinantes BAC-ORF2 y BAC-Δ(1-111)-ORF2 (Figura 6). Como control se 
utilizó un extracto de células Sf21 infectadas con un baculovirus recombinante irrelevante.  
 
Figura 6. Análisis de la expresión de las proteínas recombinantes ORF2r y Δ(1-111)-ORF2r en células 
Sf21 de insecto: A, SDS-PAGE teñido con azul de Coomassie. B, C y D, Western Blot revelados con un 
anticuerpo monoclonal anti-His (dilución 1:7500), un suero porcino (dilución  1:100) y uno humano (dilución 
1:100) positivos para el VHE, respectivamente. Las flechas señalan la posición de las proteínas ORF2r y Δ(1-
111)-ORF2r. La posición de los marcadores de masa molecular se muestra en el lateral de los geles. 
La cantidad de proteínas recombinantes expresadas no fue suficiente como para 
distinguirlas en geles de poliacrilamida teñidos con azul de Coomassie (Figura 6A). 
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Cuando se llevaron a cabo análisis mediante WB se observó que la proteína ORF2r 
completa aparecía como una especie proteica mayoritaria con un tamaño aparente de 
alrededor de 78 kDa, junto con alguna especie minoritaria de menor tamaño de alrededor 
de 65-68 kDa. Este patrón era distinguible tanto cuando se utilizaba anticuerpo monoclonal 
anti-His (Figura 6B), como cuando se usaban sueros porcinos (Figura 6C) o humanos 
(Figura 6D) positivos para el VHE. 
Análisis similares realizados con la forma truncada Δ(1-111)-ORF2r muestran un 
doblete con un tamaño aproximado de 65-68 kDa (Figuras 6B, C y D) similar al detectado 
en las bandas de menor masa apreciables cuando se expresa la proteína ORF2r entera. En 
ocasiones, dependiendo del transcurso de la infección, del estado del cultivo celular y del 
rendimiento de la extracción de las proteínas, el doblete aparece como una serie de bandas 
cuyas masas varían entre 62 y 70 kDa.  
En las condiciones utilizadas, la expresión de Δ(1-111)-ORF2r siempre fue mayor que 
la de la forma completa. En algunas ocasiones (Figura 6B y D) además se observaron 
bandas de alrededor de 50 kDa, que probablemente corresponden a intermedios de 
maduración o a productos de degradación originados durante el proceso de extracción. 
               
Figura 7. Análisis de la especificidad de las proteínas recombinantes ORF2r y Δ(1-111)-ORF2r 
expresadas en células Sf21 de insecto. A y B, WB revelados con un suero porcino (dilución  1:100) y uno 
humano (dilución 1:100) negativos para el VHE, respectivamente. CONTROL-, control negativo de células 
infectadas con un baculovirus recombinante irrelevante. La posición de los marcadores de masa molecular se 
muestra en los laterales de los geles. 
La especificidad de los productos detectados se confirmó mediante análisis 
similares revelados con sueros porcinos (Figura 7A) y humanos (Figura 7B) negativos para 
el VHE, que no reconocen ninguna especie proteica específica distinguible de las 
inespecíficas presentes en los controles negativos. 
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1.1.3 Estudio de la cinética de expresión de las proteínas ORF2r  y Δ(1-111)-ORF2r en 
células de insecto 
a. ORF2r 
Con el fin de establecer el momento óptimo de expresión de ORF2r en células Sf21 
se infectaron monocapas celulares con BAC-ORF2 a baja multiplicidad de infección (0.5 
ufp/célula) y se procesaron a diferentes d.p.i. (1 a 8) tal y como se indica en materiales y 
métodos. Como controles se incluyeron  monocapas de células no infectadas procesadas de 
igual modo. El análisis de la expresión de las proteínas se llevó a cabo mediante SDS-
PAGE y tinción con azul de Coomassie (Figura 8A) y WB (Figura 8B, y C).  
 
Figura 8. Cinética de expresión de la proteína recombinante ORF2r en células de insecto Sf21. A, SDS-
PAGE y tinción con azul de Coomassie, B y C, WB revelados con un anticuerpo monoclonal anti-His 
(dilución 1:7500) y un suero porcino positivo para el VHE (dilución 1:100), respectivamente. Las células sin 
infectar se usan como control  y corresponden a una monocapa de células recolectadas 5 d.p.i. de los 
controles positivos. Las flechas señalan la posición de las proteínas específicas expresadas. La posición de 
los marcadores de masa molecular se muestra en los laterales de los geles. 
Se observó que la proteína ORF2r completa comienza a expresarse desde el 1
er 
d.p.i., alcanzando su máximo nivel entre el 2º y el 4º d.p.i. (Figura 8B y C). A partir del 5º 
d.p.i. la producción de la proteína disminuye probablemente debido a la degradación y 
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muerte celular (Figura 8A).  La especie mayoritaria de 78 kDa es visible a partir del 1
er 
d.p.i. La banda de 65 kDa comienza a ser visible desde el 2º d.p.i.,  mientras que la de 68 
kDa sólo es visible a partir del 3
er
 d.p.i.  
b. Δ(1-111)-ORF2r 
El análisis de la cinética de expresión de la proteína Δ(1-111)-ORF2r, realizado en las 
mismas condiciones expuestas en el apartado anterior, mostró que, al igual que la forma 
completa, la proteína Δ(1-111)-ORF2r comienza a expresarse también, aunque a muy bajo 
nivel, a partir del 1
er
 d.p.i. Su expresión aumenta desde el 2º d.p.i., manteniéndose 
constante hasta el sexto día, momento en el que, como en el caso anterior, la expresión 
comienza a disminuir (Figura 9). 
 
Figura 9. Cinética de expresión de la proteína recombinante Δ(1-111)-ORF2r en células de insecto Sf21. 
A, SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie, B y C, WB revelados con un anticuerpo monoclonal anti-
His (dilución 1:7500) y un suero porcino positivo para el VHE (dilución 1:100), respectivamente. Las células 
sin infectar se usan como control  y corresponden a una monocapa de células no infectadas recolectada 5 
d.p.i. de los controles positivos. Las flechas señalan la posición de las proteínas específicas expresadas. La 
posición de los marcadores de masa molecular se muestra en los laterales de los geles. 
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1.1.4 Estudio de la glicosilación de las proteínas recombinantes ORF2r y Δ(1-111)-
ORF2r expresadas en células de insecto 
Con objeto de analizar algunos procesos post-traduccionales en el sistema de 
baculovirus se llevó a cabo un estudio de la glicosilación de las proteínas recombinantes 
ORF2r y Δ(1-111)-ORF2r expresadas en células de insecto Sf21 infectadas con los 
baculovirus recombinantes BAC-ORF2 y BAC-Δ(1-111)-ORF2. Para ello se empleó 
tunicamicina, un inhibidor de la enzima N-acetilglicosamina fosfotransferasa (53, 54, 218-
220), en las condiciones descritas en materiales y métodos. Los extractos celulares se 
recogieron a las 72 h.p.i. y se analizaron por WB (Figura 10). Como control de la acción de 
la tunicamicina se empleó un baculovirus recombinante, BacgEr, que expresa una proteína 
glicosilada (72). 
 
Figura 10. Análisis por WB de la N-glicosilación de las proteínas ORF2r (A), Δ(1-111)-ORF2r (B) y 
BacgEr (C) expresadas en células de insecto. Los geles se revelaron con un anticuerpo monoclonal anti-His 
a dilución 1:7500, en ausencia (T -) o presencia, a diferentes tiempos p.i. (0h, 24h y 48h), de tunicamicina. 
Las flechas señalan la posición de  ORF2r  y Δ(1-111)-ORF2r  a los distintos tiempos ensayados. La posición 
de los marcadores de masa molecular se muestra en los laterales de los geles. 
 
La movilidad de la proteína ORF2r expresada en células de insecto no varía en 
presencia o ausencia del inhibidor de la N-glicosilación (Figura 10A), lo que sugiere que 
ORF2r no sufre procesos de N-glicosilación en las condiciones de ensayo empleadas. Por 
el contrario, la forma truncada Δ(1-111)-ORF2r en ausencia del inhibidor, o cuando éste se 
administra 48 h.p.i., aparece como 4 especies proteicas de distinta movilidad 
electroforética, de 62-70 kDa (Figura 10B). La administración de tunicamicina 24 h.p.i. 
hace que la especie de mayor masa molecular no sea detectable, mientras que si el 
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inhibidor se administra desde el comienzo de la infección, tras la hora de adsorción, 
únicamente la banda de menor tamaño es visible. Así pues, bajo las condiciones ensayadas, 
la forma truncada de la proteína de la cápsida expresada en células de insecto presenta 
hasta 3 isoformas distintas que potencialmente pueden sufrir procesos de N-glicosilación.  
1.1.5 Expresión de las proteínas recombinantes ORF2r y Δ(1-111)-ORF2r en larvas de 
insecto 
Con el fin de mejorar la producción de proteínas recombinantes y reducir sus 
costes, se procedió a realizar ensayos como los descritos anteriormente utilizando como 
sistema de expresión larvas de insecto de Trichoplusia ni infectadas con los baculovirus 
recombinantes BAC-ORF2 y BAC-Δ(1-111)-ORF2 y procesadas a las 72 h.p.i., tal y como se 
describe en materiales y métodos.  
       
Figura 11. Análisis de la expresión de las proteínas recombinantes ORF2r y Δ(1-111)-ORF2r en larvas de 
insecto de T. ni.: A, SDS-PAGE teñido con azul de Coomassie. B, C y D, Western Blot revelados con un 
anticuerpo monoclonal anti-His (dilución 1:7500), un suero porcino (dilución  1:100) y uno humano (dilución 
1:100) positivos para el VHE, respectivamente. CONTROL-, control negativo de larvas infectadas con un 
baculovirus recombinante irrelevante. Las flechas señalan la posición de las proteínas ORF2r y Δ(1-111)-
ORF2r. La posición de los marcadores de masa molecular se muestra en los laterales de los geles. 
 
Tal y como se observa en la figura 11, tras la tinción con azul de Coomassie, la 
forma truncada Δ(1-111)-ORF2r es claramente visible, mientras que, al igual que ocurría con 
los extractos de células Sf21 infectadas, ORF2r no se expresa en cantidades suficientes 
como para ser detectable (Figura 11A). Por otra parte y al contrario de lo que ocurría en 
células infectadas, el patrón de expresión en las larvas de ambas proteínas recombinantes, 
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ORF2r y Δ(1-111)-ORF2r, es indistinguible, un doblete de 65-68 kDa (Figura 11B, C y D), 
similar al de la forma truncada y a las especies minoritarias de la forma completa 
expresadas en células de insecto (Figura 6). Los mismos patrones se observaron cuando el 
análisis de realizó tanto con un anticuerpo anti-His, como con sueros porcinos o humanos 
positivos para el VHE. 
De nuevo, la especificidad de los productos detectados se confirmó mediante 
análisis similares revelados con sueros porcinos (Figura 12A) y humanos (Figura 12B) 
negativos para el VHE, que no reconocen ninguna especie proteica específica distinguible 
de las inespecíficas presentes en los controles negativos. 
 
Figura 12. Análisis de la especificidad de las proteínas recombinantes ORF2r y Δ(1-111)-ORF2r 
expresadas en larvas de insectos. A y B, WB revelados con un suero porcino (dilución  1:100) y uno 
humano (dilución 1:100) negativos para el VHE, respectivamente. CONTROL-, control negativo de células 
infectas con un baculovirus recombinante irrelevante. La posición de los marcadores de masa molecular se 
muestra en los laterales de los geles. 
 
1.1.6 Purificación de las proteínas recombinantes ORF2r y Δ(1-111)-ORF2r producidas 
en larvas de insecto 
Las proteínas ORF2r y Δ(1-111)-ORF2r expresadas en larvas de insecto se 
purificaron por columnas de afinidad, tal y como se describe en materiales y métodos. El 
mismo ensayo se realizó con un control negativo correspondiente a larvas infectadas con 
un baculovirus irrelevante.  
El rendimiento de la purificación se analizó por SDS-PAGE y tinción con azul de 
Coomassie (Figura 13). La presencia de bandas inespecíficas, presentes también en los 
controles negativos, indicaba que la purificación no fue todo lo eficaz que se esperaba, 
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aunque suficiente para llevar a cabo los experimentos programados con ellas. Por otra 
parte, el rendimiento de la purificación de la proteína Δ(1-111)-ORF2r, (Figura 13B) siempre 
fue mucho mayor que el de la proteína ORF2r (Figura 13A).  
 
Figura 13. Rendimiento de la purificación parcial de las proteínas recombinantes ORF2r y Δ(1-111)-
ORF2r. Análisis por SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie de la purificación parcial de las proteínas 
recombinantes producidas en larvas de insecto. (A) Proteína ORF2r. Los carriles Control-(1-4) son diferentes 
fracciones del control negativo, extractos de larvas infectadas con un baculovirus irrelevante y sometidas al 
mismo proceso de purificación. Los carriles 1 y 2 son fracciones de la proteína específica. (B) Proteína Δ(1-
111)-ORF2r. Los carriles 1-5 corresponden a diferentes fracciones de la proteína específica. Las flechas 
señalan la posición de las proteínas específicas. La posición de los marcadores de masa molecular se muestra 
en los laterales de los geles 
 
Las proteínas parcialmente purificadas se cuantificaron por el método de Bradford 
y por densitometría en SDS-PAGE con patrones de concentración conocida de 
seroalbúmina bovina. Un cálculo aproximado permitió estimar que, dependiendo del 
rendimiento del proceso, las cantidades de proteínas obtenidas fueron de 100-200 µg/larva 
para ORF2r y de 200-350 µg/larva para Δ(1-111)-ORF2r. 
Para confirmar la especificidad de las proteínas recombinantes del VHE 
parcialmente purificadas, éstas se analizaron mediante WB (Figura 14) utilizando como 
control extractos crudos de larvas infectadas con un baculovirus irrelevante purificados 
bajo las mismas condiciones. 
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Figura 14. Purificación parcial de las proteínas recombinantes producidas en larvas de insecto. Análisis 
por WB de la proteína ORF2r parcialmente purificada (A, C y E) y de la proteína Δ(1-111)-ORF2r 
parcialmente purificada (B, D y F) revelado con un anticuerpo anti-His (a dilución 1:7500) (A y B) y con 
sueros de cerdo (a dilución 1:100) (C y D) y humano (a dilución 1:100) (E y F) positivos para el VHE. Los 
números de los carriles indican diferentes fracciones de la purificación. Los controles corresponden a 
extractos crudos de larvas infectadas con un baculovirus irrelevante purificados (Control-P) o sin purificar 
(Control- L). Las flechas señalan la posición de las proteínas específicas. En algunos casos se incluyen 
también los extractos crudos de larvas sin purificar. La posición de los marcadores de masa molecular se 
muestra en los laterales de los geles 
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1.2 El sistema de vaccinia 
En paralelo a los estudios realizados con el sistema de baculovirus se llevaron a 
cabo análisis similares utilizando el sistema de vaccinia para la obtención de virus vaccinia 
recombinantes que expresasen las dos formas de ORF2 del VHE objeto de este estudio. 
1.2.1 Obtención de los virus vaccinia recombinantes VV-ORF2 y VV-Δ(1-111)-ORF2 
Con el fin de obtener dos virus vaccinia recombinantes, VV-ORF2 y VV-Δ-(1-111)-
ORF2, las  dos formas de ORF2 obtenidas mediante RT-PCR, tal y como se describe en 
materiales y métodos, se clonaron en el vector de vaccinia  pRB21 (22), en el que se 
incluyó un epítopo Myc y una cola de 6 His (Figura 15) para, de nuevo, facilitar su 
reconocimiento y purificación.  
                                   
 
Figura 15. Esquema del vector pBR21 del virus vaccinia empleado en la generación de los plásmidos 
recombinantes pRB-Myc-His-ORF2 y pRB-Myc-His-Δ(1-111)-ORF2 . Myc: fragmento génico que codifica 
un epitopo Myc, His: fragmento génico que codifica 6 histidinas, Amp: gen de resistencia a ampicilina. 
HindIII y EcoRI, indican los sitios de reconocimiento de dichas enzimas de restricción utilizadas para la 
clonación de los fragmentos génicos del ORF2 del VHE. 
 
1.2.2 Expresión de las proteínas ORF2r-vv y Δ(1-111)-ORF2r-vv en células de mamífero 
Al igual que se hizo con el sistema de baculovirus, se estudio la correcta expresión 
de las proteínas recombinantes ORF2r-vv completa y Δ(1-111)-ORF2-vv a partir de la 
infección con los virus vaccinia recombinantes VV-ORF2 y VV-Δ-(1-111)-ORF2 (Figura 
16). Las infecciones se llevaron a cabo en células BHK-21 y BSC-1. Como control se 
utilizó un extracto de células infectadas con un virus vaccinia silvestre, WR. La expresión 
de las proteínas recombinantes ORF2r-vv y Δ(1-111)-ORF2r-vv se analizó tanto en el 
sobrenadante como en el precipitado celular.  
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Figura 16. Análisis de la expresión de las proteínas recombinantes ORF2r-vv y Δ(1-111)-ORF2r-vv en 
células de mamífero BHK-21. (A), SDS-PAGE teñido con azul de Coomassie. (B), y (C), Western Blot 
revelados con un anticuerpo monoclonal anti-His (dilución 1:7500), un suero porcino (dilución 1:100) 
positivos para el VHE, respectivamente. WR control negativo de células infectas con un virus vaccinia 
silvestre. Las flechas señalan la posición de las proteínas ORF2r-vv y Δ(1-111)-ORF2r-vv, P y SB 
corresponden al precipitado y al sobrenadante celular, respectivamente. La posición de los marcadores de 
masa molecular se muestra en los laterales de los geles. 
 
Como en el caso de la infección de células de insecto Sf21 con los baculovirus 
recombinantes, el análisis en geles de poliacrilamida teñidos con azul de Coomassie no 
permitió la visualización ni de ORF2r-vv ni Δ(1-111)-ORF2r-vv, ni en los extractos de 
precipitado celular, ni en los sobrenadante de cultivo de células BHK-21 infectadas con los 
virus vaccinia correspondientes (Figura 16A).  
Cuando los análisis se realizaron mediante WB (Figura 16B y C) las proteínas 
recombinantes sólo fueron distinguibles en los precipitados celulares, pero no en los 
sobrenadantes de cultivo, probablemente por encontrarse diluidas en el mismo. Como se 
puede apreciar (Figura 16B y C), la proteína recombinante ORF2r-vv aparece, 
dependiendo de las condiciones de infección, procesamiento y exposición, como una serie 
de especies proteicas de unos 80 a 90 kDa. Por su parte, la proteína recombinante Δ(1-111)-
ORF2r-vv aparece como un doblete de unos 60-62 kDa. Este patrón se observó tanto 
cuando el WB se reveló con un anticuerpo anti-His, como con un suero porcino positivo 
para el VHE. Resultados similares se obtuvieron cuando las infecciones se llevaron a cabo 
en células BSC-1 (resultados no mostrados). 
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1.2.3 Estudio de la glicosilación de las proteínas recombinantes ORF2r-vv y Δ(1-111)-
ORF2r-vv en células de mamífero 
Dada la distinta capacidad de glicosilación que presenta la expresión de proteínas 
recombinantes en células de insecto o de mamífero se procedió a analizar también los 
patrones de N-glicosilación de las proteínas ORF2r-vv y Δ(1-111)-ORF2r-vv expresadas en 
células de mamífero infectadas con los vaccinias recombinantes VV-ORF2 y VV-Δ-(1-111)-
ORF2 empleando de nuevo la tunicamicina como inhibidor de la N-glicosilación (Figura 
17). En este caso, como control de la correcta acción de la tunicamicina se analizó la 
inhibición de la N-glicosilación de una glicoproteína de expresión tardía del virus vaccinia, 
la B5 (58, 101). 
 
Figura 17. Análisis por WB de la N-glicosilación de las proteínas ORF2r-vv, Δ(1-111)-ORF2r y B5 
expresadas en células de mamífero infectadas con los virus vaccinia correspondientes. Los geles se 
revelaron con un anticuerpo monoclonal anti-His a dilución 1:7500 (A y B) y con un anticuerpo anti-B5 a 
dilución 1:75 (C), en ausencia (T-) o presencia, a diferentes tiempos post-infección (0h, y 4h), de 
tunicamicina. Las células se procesaron a 7 h.p.i. Las flechas señalan la posición de ORF2r-vv y Δ(1-111)-
ORF2r a los distintos tiempos ensayados. La posición de los marcadores de masa molecular se muestra en los 
laterales de los geles. 
 
Como se observa en la figura 17, el control del ensayo confirmó la acción 
inhibitoria de la N-glicosilación de la tunicamicina, ya que no se detectó la forma 
glicosilada de la glicoproteína B5 en presencia del inhibidor. 
La proteína Δ(1-111)-ORF2r-vv presenta el mismo patrón, un doblete de unos 60-62 
kDa, en presencia y ausencia de tunicamicina, lo que sugiere que no está N-glicosilada en 
este sistema (Figura 17). Por su parte, en el análisis de la forma recombinante completa se 
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observaron diferencias en la movilidad de las especies proteicas como consecuencia de la 
presencia o ausencia de tunicamicina. Así, el conjunto de especies proteicas de mayor 
tamaño desapareció, tanto cuando el inhibidor se añadió a tiempo 0, como a las 4 h.p.i., 
observándose una única especie de menor tamaño. Por otro lado, las formas intermedias de 
62-65 kDa, que aparecen cuando se expresa la forma completa de ORF2 son prácticamente 
inapreciables en ausencia de tunicamicina y claramente visibles cuando ésta está presente 
(Figura 17).  
1.2.4 Estudio de la localización celular de las proteínas recombinantes en células de 
mamífero infectadas con los virus vaccinia recombinantes 
El estudio de la expresión y localización celular de ambas proteínas en células de 
mamífero se llevó a cabo en células BSC-1 y BHK-21 infectadas con los virus vaccinia 
recombinantes a una MDI de 1 ó 0.5 ufp/célula y fijadas a 7 ó 17 h.p.i., respectivamente. 
Dependiendo también de los orgánulos a visualizar y/o los anticuerpos empleados, las 
células se fijaron con PFA 4%, o con Metanol absoluto, tal y como se describe en 
materiales y métodos. 
Como se muestra en la figura 18, ambas proteínas se localizan por todo el 
citoplasma celular, aunque el patrón de distribución que muestran es claramente distinto. 
Dada la aparente acumulación yuxtanuclear de ambas proteínas en células 
permeabilizadas, más clara en el caso de ORF2r-vv y el patrón de distribución a lo largo de 
todo el citoplasma de la célula, se llevó a cabo un análisis mediante microscopía confocal 
para determinar la posible colocalización de ambas proteínas en el complejo de Golgi y/o 
en el retículo endoplasmático (RE).  
 
Figura 18. Localización celular de las proteínas recombinantes ORF2r-vv y Δ(1-111)-ORF2r-vv. Análisis 
de su expresión, mediante técnicas de inmunofluorescencia, en células BSC-1 infectadas con 0.5 ufp/célula 
con los virus vaccinia recombinantes, el control WR o sin infectar y recogidas a 17 h.p.i. Las células se 
fijaron con PFA 4% y se permeabilizaron. La inmunofluorescencia se llevó a cabo con un anticuerpo 
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monoclonal anti-C-Myc de ratón (a dilución 1:200) y con un anticuerpo secundario anti-ratón Alexa Fluor-
488 (a dilución 1:500). 
Con el fin de analizar si el patrón perinuclear observado correspondía a una 
localización de las proteínas en Golgi se realizó un doble marcaje con anti-C-Myc y WGA, 
una lectina de trigo que marca específicamente el complejo de Golgi (169). Únicamente se 
observó una colocalización con el marcador de Golgi en el caso de la proteína ORF2-vv 
completa en células BSC-1 (Figura 19A). Esta proteína, además de concentrarse 
preferentemente en la zona del Golgi, también se localiza de forma más dispersa por el 
resto de la célula, de manera similar a como lo hace la forma truncada (Figura 19A y B). 
En ningún caso se detectó señal con el anticuerpo específico anti-C-Myc, empleado para el 
estudio de las formas recombinantes del VHE, en las células infectadas con el virus 
vaccinia control WR, o en las células sin infectar (Figura 19C y D). Resultados similares se 
obtuvieron utilizando células BHK-21 (ver Anexo I). 
Para el estudio de la colocalización de ambas proteínas con el retículo 
endoplásmático se realizó un doble marcaje con anti-C-Myc y un anticuerpo dirigido 
contra una proteína de RE, la calnexina (Figura 20). Se observó que ambas proteínas 
colocalizan, al menos en parte, en células BHK-21 (Figura 20A y B). De nuevo, no se 
observó señal con anti-C-Myc en las células infectadas con el virus vaccinia control WR, 
ni en las células sin infectar (Figuras 20C y D). Resultados equiparables se obtuvieron en 
células BSC-1 (ver Anexo I), tanto con este marcador de RE, como cuando el marcador de 
retículo empleado fue la anti-calreticulina, anticuerpo dirigido contra la proteína de RE 
calreticulina (ver Anexo I). 
Con el fin de investigar si la propia morfogénesis del virus vaccinia podía estar 
influyendo en la localización intracelular de las proteínas recombinantes, y de comprobar 
si la localización citoplasmática mostrada por ellas se correspondía con la del virus 
vaccinia, se realizó un doble marcaje con anti-C-Myc y Hoescht (marcador nuclear que 
emite fluorescencia cuando se une a ADN de doble cadena), el cual reconoce el genoma de 
ADN del virus vaccinia (Figura 21). 
Como puede observarse en la figura 21, el patrón mostrado por el virus vaccinia no 
coincide con la distribución de las proteínas recombinantes analizadas. 
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Figura 19. Inmunofluorescencia mediante doble marcaje con anti-C-Myc y WGA de células BSC-1 
infectadas con los virus vaccinia recombinantes. Las células BSC-1 infectadas (MDI de 1 ufp/célula) con 
los virus vaccinia recombinantes VV-ORF2 (A) y VV-Δ(1-111)ORF2 (B), virus vaccinia WR (C), o sin infectar 
(D), se fijaron a las 7 h.p.i. con Metanol absoluto y se incubaron primero con un anticuerpo monoclonal de 
ratón anti-C-Myc (a dilución 1:200), seguido de un anticuerpo anti-ratón AlexaFluor-488 (a dilución 1:500) y 
la lectina WGA conjugada a un fluorocromo Alexa Fluor-594 (a dilución 1:300).  
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Figura 20. Inmunofluorescencia mediante doble marcaje con anti-C-Myc y anti-calnexina, de células 
BHK-21 infectadas con los virus vaccinia recombinantes. Las células BHK-21 infectadas (MDI de 1 
ufp/célula) con los virus vaccinia recombinantes VV-ORF2 (A) y VV-Δ(1-111)ORF2 (B), virus vaccinia WR 
(C), o sin infectar (D) se fijaron a las 7 h.p.i. con Metanol absoluto y se incubaron primero con un anticuerpo 
monoclonal de ratón anti-C-Myc (a dilución 1:200) y un anticuerpo monoclonal de conejo anti-calnexina (a 
dilución 1:100), seguido de un anticuerpo anti-ratón Alexa Fluor-488 (a dilución 1:500) y un anticuerpo anti-
conejo Alexa Fluor-594 (a dilución 1:400). Los recuadros blancos reflejan zonas de la célula ampliadas para 
apreciar mejor la colocalización. 
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Figura 21. Análisis mediante inmunofluorescencia de la posible colocalización de las proteínas 
recombinantes del VHE con el virus vaccinia. Las células BSC-1 se fijaron con PFA 4% y permeabilizaron 
a las 17 h tras la infección (MDI de 0.5 ufp/célula) con los virus vaccinia recombinantes, el control WR, o sin 
infectar. A la izquierda de cada panel se muestra el marcaje de ADN (Hoescht), y por tanto el patrón nuclear  
del virus vaccinia, y a la derecha el correspondiente a las proteínas recombinantes (anti-C-Myc). 
 
A continuación y dado que se ha descrito que la proteína de la cápsida del VHE se 
localiza tanto intracelularmente como en la superficie celular (104, 254), se estudió la 
posible localización de ambas formas recombinantes de ORF2 (ORF2r-vv y Δ(1-111)-
ORF2r-vv) en la superficie celular de células no permeabilizadas, infectadas con los virus 
vaccinia recombinantes correspondientes. Para este fin, se realizó un doble marcaje con un 
anticuerpo monoclonal (4G11) obtenido contra la proteína Δ(1-111)-ORF2r durante el 
desarrollo de esta tesis (ver más adelante) que se conjugó con Alexa Fluor-488 (4G11-
Alexa Fluor-488) y un anticuerpo policlonal anti-B5 que reconoce a la proteína B5 del 
virus vaccinia, la cual se expresa en la superficie de la forma extracelular del mismo (203), 
lo que, a su vez, permitiría determinar si la posible marca de estas proteínas recombinantes 
en la superficie de las células podría, de nuevo, corresponder al patrón típico del virus 
vaccinia. 
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Figura 22. Análisis mediante immunofluorescencia de la expresión en superficie de las proteínas 
ORF2r-vv y Δ(1-111)ORF2r-vv y de su colocalización con el virus vaccinia. Las células BHK-21 se fijaron 
con PFA 4% sin permeabilizar a las 7 h tras la infección (MDI de 1 ufp /célula) con los virus vaccinia 
recombinantes VV-ORF2 (A), VV-Δ(1-111)ORF2 (B), el control WR (C) o sin infectar. (D) Las células se 
incubaron primero con un anticuerpo monoclonal de rata anti-B5 (a dilución 1:100), seguido de un anticuerpo 
anti-rata Alexa Fluor-594 (a dilución 1:400) y después con el anticuerpo monoclonal de ratón 4G11 anti-Δ(1-
111)-ORF2r-conjugado con Alexa Fluor-488 (a dilución 1:300). Los recuadros blancos hacen referencia a las 
zonas de la célula ampliadas para apreciar mejor la ausencia de colocalización. 
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Los resultados obtenidos (Figura 22) indican que únicamente la proteína ORF2r-vv 
se localiza en la superficie celular y que esta localización no se corresponde con el patrón 
del virus vaccinia.  
 
2. ENSAYO DE LA CAPACIDAD ANTIGÉNICA DE LAS PROTEÍNAS 
RECOMBINANTES DEL VHE: DESARROLLO DE SISTEMAS DE 
DIAGNÓSTICO 
El siguiente objetivo de esta tesis consistió en estudiar la capacidad antigénica de 
las proteínas recombinantes obtenidas en los diferentes sistemas y su posible utilidad para 
el desarrollo de sistemas de diagnóstico tipo ELISA. 
2.1 El sistema de baculovirus 
2.1.1 Proteínas expresadas en células de insecto 
2.1.1.1 Optimización de la dilución de antígeno con sueros humanos y porcinos 
El primer paso consistió en determinar la concentración óptima de antígeno (ORF2r 
ó Δ(1-111)-ORF2r) a emplear (Figura 23). Para ello se usaron diluciones de extracto total de 
células infectadas (desde 1:50 a 1:6400) y dos paneles de sueros (a dilución 1:100) 
humanos (n=8) y porcinos (n=8) positivos y negativos previamente caracterizados (29, 
206), gentilmente cedidos por la Dra. M. Buti (Vall d´Hebron, Barcelona) y la Dra. 
Margarita Martín (CReSA, Barcelona). Para eliminar posibles reacciones inespecíficas, en 
el diluyente de los sueros se añadieron concentraciones similares de antígeno negativo, un 
extracto celular infectado con un baculovirus irrelevante. Además, también se testó la 
reactividad de los sueros en pocillos tapizados con el antígeno negativo. 
Como puede apreciarse en la figura 23, la dilución óptima de ambas proteínas para 
su uso como antígeno en ELISA fue de 1:800, tanto con sueros humanos como porcinos. 
Además, el control negativo no presentó  reactividad específica con los sueros empleados a 
ninguna de las concentraciones testada. 
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Figura 23. Optimización de la dilución de antígeno con sueros humanos y porcinos. Sueros humanos (A, 
B y C) y porcinos (D, E y F), positivos (círculos azules) y negativos (cuadrados rojos), se ensayaron 
mediante ELISA con diluciones seriadas (1/50 a 1/6400) de extractos crudos de células Sf21 de insecto 
infectadas con BAC-ORF2r (A y D), BAC-∆-ORF2r (B y E) o con un baculovirus irrelevante (C y F) 
procesados como se describe en materiales y métodos. Los datos se expresan como la media de la A495 de 4 
sueros negativos y 4 sueros positivos. Las barras representan los valores de desviación estándar de cada 
punto. 
 
2.1.1.2 Optimización de la dilución de los sueros humanos y porcinos con ambos antígenos 
Para establecer la concentración óptima de suero humano o porcino a emplear en el 
ensayo utilizando la dilución óptima de antígeno (ORF2r, Δ(1-111)-ORF2r) previamente 
establecida (1:800), se testaron diferentes diluciones de suero, desde 1:25 a 1:800. Como se 
observa en la figura 24, la dilución óptima de suero fue de 1:100 para ambas proteínas, 
tanto para los sueros humanos como para los porcinos. La especificidad de la reacción se 
confirmó ante la falta de reactividad observada en los controles negativos. 
Resultados 
88 
 
 
Figura 24. Optimización de la dilución de suero humano y porcino. Se ensayaron diluciones seriadas 
(1/25 a 1/800) en ELISA usando extractos crudos de células Sf21 de insecto infectadas con BAC-ORF2r (A y 
D), BAC-∆-ORF2r (B y E) y con un baculovirus irrelevante (C y F) procesados como se describe en 
materiales y métodos, utilizando sueros humanos (A, B y C) y porcinos (D, E y F) positivos (círculos azules) 
y negativos (cuadrados rojos) previamente caracterizados. Los datos se expresan como la media de la A495 de 
4 sueros negativos y 4 sueros positivos. Las barras representan los valores de desviación estándar de cada 
punto. 
 
2.1.1.3 Criterio para el establecimiento del valor umbral 
Para establecer el valor umbral de positividad se empleó una mezcla de 8 sueros de 
cerdo negativos para ARN del VHE que no reaccionaron en WB con ninguna de las 
proteínas recombinantes generadas (datos no mostrados). Estos sueros mostraron valores 
individuales de A495 menores a 0.15, tanto con los antígenos recombinantes (A495 0,08-
0.14) como con el antígeno negativo (A492 0.08-0.12). De igual modo, en el caso de sueros 
humanos, se empleó una mezcla de 4 sueros negativos previamente caracterizados en 
ELISA (30), que resultaron también negativos para ARN del VHE y que no reaccionaron 
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en WB (datos no mostrados). Estos sueros humanos mostraron valores de A495 menores a 
0,1 (A495 0.06-0.09), tanto con los antígenos recombinantes como con el antígeno negativo. 
El valor umbral se estableció en términos de P/N, siendo P igual al valor de la media de 
A495 del suero problema y N el valor de la media de la A495 del control negativo. Cuando el 
valor P/N de un suero fue mayor o igual a 2.5 se consideró que el suero era IgG positivo 
para el VHE. 
2.1.1.4 Comparación de la reactividad de los antígenos recombinantes en ELISA 
Se comparó la reactividad en ELISA usando ambos antígenos recombinantes, 
ORF2r y Δ(1-111)-ORF2r, expresados en células de insecto, mediante el ensayo de 32 sueros 
de cerdo y humano bajo las condiciones óptimas previamente establecidas y usando el 
valor umbral descrito en el apartado anterior. Como se observa en la figura 25, la 
concordancia entre ambos ELISA fue del 100%, tanto con sueros humanos como porcinos. 
 
Figura 25. Comparación de la inmunorreactividad en ELISA de los antígenos recombinantes ORF2r y 
Δ(1-111)-ORF2r en ELISA. Se muestran los resultados de los ELISA con sueros humanos (A) y porcinos (B) 
utilizando las proteínas recombinantes ORF-2r y ∆-ORF2r como antígenos. Los ELISA se realizaron como 
se describe en materiales y métodos. Los datos se expresan como P/N. Las líneas punteadas verticales y 
horizontales representan el valor umbral de cada ensayo (P/N ≥ 2.5). Los cuadrados verdes y los rombos 
morados indican los sueros que resultaron negativos o positivos, en ambos ensayos.  
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2.1.2. Proteínas parcialmente purificadas de larvas de insecto 
Los mismos análisis llevados a cabo con los extractos crudos de células Sf21 de 
insecto se realizaron con las proteínas recombinantes parcialmente purificadas (ORF2r y 
Δ(1-111)-ORF2r) a partir de extractos de larvas infectadas con los baculovirus recombinantes 
correspondientes. 
2.1.2.1 Optimización de la concentración de antígeno con sueros humanos y porcinos 
Con el fin de establecer la concentración óptima de antígeno para tapizar los 
pocillos de las placas de ELISA se testaron diferentes concentraciones de antígeno, 7.5-60 
ng/pocillo, a una dilución única de suero (1:100). Como control negativo se empleó 
antígeno irrelevante procesado igual que los antígenos específicos. 
 
 
Figura 26. Optimización de la dilución de antígeno parcialmente purificado con sueros humanos y 
porcinos. Sueros humanos (A, B y C) y porcinos (D, E y F) positivos (círculos azules) y negativos 
(cuadrados rojos) previamente caracterizados se ensayaron mediante ELISA con diluciones seriadas (7.5 -60 
ng/pocillo) de antígeno ORF2r (A y D), Δ(1-111)-ORF2r (B y E) y antígeno negativo irrelevante (C y F) 
parcialmente purificado como se describe en materiales y métodos. Los datos se expresan como la media de 
la A495 de 4 sueros negativos y 4 sueros positivos. Las barras representan los valores de desviación estándar 
de cada punto. 
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Los resultados obtenidos indicaron que la concentración óptima de antígeno es de 
15 y 30 ng/pocillo para Δ(1-111)-ORF2r y ORF2r, respectivamente (Figura 26). De nuevo, la 
especificidad de la reacción se demostró por la ausencia de reactividad observada en los 
controles negativos incluidos en los ensayos. 
2.1.2.2 Optimización de la dilución de sueros humanos y porcinos 
Los resultados obtenidos (Figura 27) realizados como se ha descrito anteriormente, 
permitieron establecer que, de nuevo, la dilución óptima de suero para ambas especies, 
humano y cerdo, fue de 1:100. La especificidad de la reacción se confirmó, de nuevo, ante 
la falta de reactividad observada en los controles negativos. 
 
     
 
Figura 27. Optimización de la dilución de suero humano y porcino. Se ensayaron diluciones de suero 
seriadas (1/25 a 1/800) en ELISA usando las proteínas recombinantes ORF2r (A y D), ∆-ORF2r (B y E) y las 
obtenidas con un baculovirus irrelevante (C y F) parcialmente purificadas tal y como se describe en 
materiales y métodos, utilizando sueros humanos (A, B y C) y porcinos (D, E y F) positivos (círculos azules) 
y negativos (cuadrados rojos) previamente caracterizados. Los datos se expresan como la media de la A495 de 
4 sueros negativos y 4 sueros positivos. Las barras representan los valores de desviación estándar de cada 
punto. 
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2.1.2.3 Criterio para el establecimiento del valor umbral 
El valor umbral se estableció como se ha descrito anteriormente. En este caso, los 
valores de A495 fueron menores a 0.15 (A495 0.05-0.14) para los sueros de ambas especies. 
2.1.2.4 Comparación de la reactividad de los antígenos recombinantes en ELISA 
Al igual que se había hecho con los ELISA desarrollados con los extractos crudos 
de células Sf21 de insecto, se llevó a cabo una comparación entre los ELISA basados en el 
uso de proteínas recombinantes parcialmente purificadas. 
En este caso se testaron 106 sueros humanos, observándose una concordancia del 
99%. El único suero discordante sólo reconoció la forma truncada, si bien con unos valores 
de P/N cercanos al valor umbral. Además, el análisis por WB de este suero mostró que 
reconocía ambas proteínas recombinantes. 
Por otra parte, se analizaron 345 sueros porcinos observándose una concordancia 
entre ambos antígenos del 98.8%. De nuevo, los 4 sueros discordantes presentaron unos 
valores de P/N cercanos al valor umbral. En dos casos, los sueros únicamente reaccionaron 
en ELISA con la forma truncada y en los otros dos con la completa, pero los 4 sueros 
reaccionaron con ambas proteínas en WB. 
Un análisis adicional de la reactividad de 32 sueros humanos y porcinos, 
reconocidos en ELISA por ambas proteínas purificadas, con los antígenos celulares, 
mostró resultados equiparables con ambos sistemas de diagnóstico. 
2.2 El sistema de vaccinia 
2.2.1 Proteínas expresadas en células de mamífero 
Para la determinación de la capacidad antigénica de las proteínas del VHE 
expresadas en células de mamífero infectadas con los virus vaccinia recombinantes se 
llevaron a cabo ensayos como los anteriormente descritos. Sin embargo, en esta ocasión, 
únicamente se utilizaron sueros porcinos.  
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2.2.1.1 Optimización de la dilución de antígeno y suero 
La dilución óptima de extracto crudo de células infectadas con los respectivos virus 
vaccinia recombinantes se determinó usando el mismo panel de 8 sueros porcinos (a 
dilución 1:100) usados anteriormente.  
 
 
Figura 28. Optimización de la dilución de antígeno y de la dilución de suero con sueros porcinos. 
En el panel superior (A, B y C) se muestra la optimización de la dilución de antígeno usando sueros porcinos 
positivos (círculos azules) y negativos (cuadrados rojos), previamente caracterizados, mediante ELISA con 
diluciones seriadas de antígeno, 1:100 a 1:3200 para ORF2-vv (A) y el antígeno negativo WR (C) y 1:300 a 
1:10000 para Δ(1-111)-ORF2r-vv (B), como se describe en materiales y métodos. En el panel inferior (D, E y 
F) se muestra la optimización de la dilución de suero (desde 1:25 a 1:800) usando los extractos celulares de 
las infecciones con los virus vaccinia recombinantes y el control de virus vaccinia silvestre en las condiciones 
establecidas previamente. Los datos se expresan como la media de la A495 de 4 sueros negativos y 4 sueros 
positivos. Las barras representan los valores de desviación estándar de cada punto. 
 
El ensayo se llevó a cabo variando la dilución del antígeno desde 1:100 a 1:3200 
para la forma recombinante ORF2r-vv y el antígeno negativo WR, y de 1:300 a 1:10.000 
para la forma recombinante Δ(1-111)-ORF2r-vv, manteniendo constante la dilución de suero 
a 1:100 (Figura 28).  
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Una vez establecida la dilución óptima de antígeno, que resultó ser de 1:500 y 
1:2500 para ORF2r-vv y Δ(1-111)-ORF2r-vv, respectivamente, se determinó la dilución 
óptima de suero mediante el ensayo de diluciones seriadas de sueros porcinos (1:25 a 
1:800), que resultó ser de 1:100 (Figura 28). De nuevo, no se observó reactividad del 
control negativo empleado, un virus vaccinia silvestre, WR, a ninguna de las diluciones de 
suero testada. 
 
2.2.1.2 Criterio para el establecimiento del valor umbral 
Para establecer el valor umbral del ensayo se utilizó el mismo criterio que el 
empleado anteriormente, usando el mismo panel de sueros porcinos negativos para ARN 
del VHE y que no reaccionaban con ninguna de las proteínas recombinantes en WB. Estos 
sueros mostraron valores de A495, menores a 0.15 (A495 0.05-0.14) con los antígenos 
recombinantes y con los antígenos negativos. En este caso, el umbral se estableció en un 
valor de P/N mayor o igual a 2. 
 
2.2.1.3 Comparación de antígenos recombinantes en ELISA 
Con el fin de comparar la reactividad antigénica entre las proteínas expresadas en el 
sistema del virus vaccinia, se testaron 55 sueros porcinos mediante ambos ELISA, 
observándose una concordancia del 94.5%. 
A continuación se compararon los resultados obtenidos con ambas proteínas 
recombinantes expresadas en los dos sistemas utilizados (baculovirus y vaccinia). Los 
resultados obtenidos utilizando 57 sueros porcinos indican que la concordancia entre los 
dos sistemas fue del 89.5% cuando se usó como antígeno la forma completa de la proteína, 
ORF2r-vv. Por su parte, el análisis con 70 sueros porcinos y la forma truncada del 
antígeno, Δ(1-111)-ORF2r-vv resultó en una concordancia del 92.8%. En todos los casos, las 
discordancias se debieron a sueros que únicamente reaccionaban con los antígenos 
expresados en el sistema de baculovirus. 
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3. VALIDACIÓN Y OPTIMIZACIÓN DEL ELISA DESARROLLADO CON 
PROTEÍNAS RECOMBINANTES PARCIALMENTE PURIFICADAS DE 
LARVAS DE INSECTO. 
En la actualidad son escasos los estuches comerciales de diagnóstico disponibles en 
el mercado para evaluar la presencia de anticuerpos anti-VHE. Estos estuches incluyen 
proteínas y péptidos de genotipo I y II, pero no de genotipo III, prevalente en cerdos y 
humanos de Europa y Norteamérica y se ha reportado que en algunos casos no son capaces 
de detectar infecciones causadas por este genotipo. Además, los estuches están diseñados 
para su uso en humanos, pero no en muestras porcinas. 
Por todo ello, el siguiente objetivo de este trabajo fue la validación del ELISA 
desarrollado basado en el uso de la forma truncada, Δ(1-111)-ORF2r, de la proteína 
recombinante parcialmente purificada, mediante su comparación con el estuche comercial 
de diagnóstico más frecuentemente empleado en la actualidad: MP Diagnostic HEV 
ELISA (GENELABS). El estudio se realizó tanto con sueros humanos como porcinos, si 
bien en este último caso hubo que variar ligeramente las condiciones descritas por los 
fabricantes al tener que utilizar un anticuerpo secundario específico de cerdo, no incluido 
en el estuche comercial, tal y como se describe en materiales y métodos. 
 
Tabla 8.: Concordancia en la detección de IgG  del VHE entre un estuche comercial y el ELISA basado 
en Δ(1-111)-ORF2r. 
 ESTUCHE COMERCIAL 
HUMANOSa PORCINOSb 
POS NEG TOTAL POS NEG TOTAL 
 
ELISA 
Δ(1-111)ORFr 
POS 10 3 13 23 8 31 
NEG 1 26 27 5 30 35 
TOTAL 11 29 40 28 38 66 
 
aConcordancia, 92.5% (kappa=0.82) 
bConcordancia, 80% (kappa=0.60) 
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Figura 29. Comparación de la inmunorreactividad del ELISA basado en el uso de Δ(1-111)-ORF2r y un 
ELISA comercial usando sueros humanos (A) y porcinos (B). Los ELISA se desarrollaron tal y como se 
indica en Materiales y métodos. Las líneas punteadas verticales y horizontales representan los valores umbral 
de cada sistema (P/N ≥ 2.5 para el ELISA basado en Δ(1-111)-ORF2r y P/N ≥ 1 para el ELISA comercial). Los 
cuadrados naranjas representan los sueros negativos para ambos sistemas, los rombos verdes los que son 
positivos para ambos sistemas, los círculos morados los sueros positivos sólo para el ELISA de Δ(1-111)-
ORF2r y los triángulos rosas los sueros positivos sólo para el estuche comercial. 
 
Los resultados obtenidos tras el análisis de 43 sueros humanos y 66 sueros porcinos 
con el estuche comercial y el ELISA desarrollado en este trabajo mostraron una 
concordancia del 92.5 % (kappa= 0.82) y del 80 % (kappa= 0.60), respectivamente (Figura 
29 y Tabla 8). 
Con el fin de resolver la reactividad de aquellos sueros que presentaron un 
resultado discordante (4 sueros humanos y 13 sueros porcinos), éstos se analizaron 
mediante WB, que fue, pues, utilizado como ensayo de referencia (gold standard). El 
análisis incluyó varios sueros positivos (3 sueros humanos y 17 sueros porcinos) y varios 
negativos (6 sueros humanos y 12 sueros porcinos) que se seleccionaron al azar, con igual 
resultado con ambos sistemas. Los resultados se muestran en la tabla 9. 
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Tabla 9.: Resultados del análisis mediante WB de sueros concordantes y discordantes con los 
diferentes sistemas de ELISA empleados.  
 
SUEROS CONCORDANTES DISCORDANTES 
ELISA 
Δ(1-111)-
ORF2r 
ELISA 
comercial 
WB ELISA 
Δ(1-111)-
ORF2r 
ELISA 
comercial 
WB 
 
HUMANOS 
      POSITIVOS         3         3       3       3       1      2 
      NEGATIVOS         6         6 6       1       3      2 
 
PORCINOS 
      POSITIVOS 17 17 17       8       5      9 
     NEGATIVOS 12 12 12       5       8      5 
 
 
Cuando se usó el WB como ensayo de referencia se determinó que para los sueros 
porcinos la especificidad del sistema basado en Δ(1-111)-ORF2r fue del 100% y la del 
sistema comercial que fue del 88.2%, mientras que la sensibilidad fue del 96.9% y del 
83.3%, respectivamente. Cuando el análisis se realizó con sueros humanos, las 
especificidades fueron del 96.4% para ambos sistemas, mientras que la sensibilidad fue 
mayor en el caso del sistema basado en Δ(1-111)-ORF2r, 100% y 75%, respectivamente 
(Tabla10). 
 
Tabla 10.: Sensibilidad y especificidad de ambos sistemas de ELISA. 
 
Comparación de la sensibilidad y la especificidad del ELISA comercial y el ELISA basado en Δ(1-111)-ORF2r 
con sueros humanos y porcinos, usando el WB como ensayo de referencia. 
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4. DETECCIÓN DEL ARN DEL VHE Y ESTUDIO DE LA PREVALENCIA DE 
ANTICUERPOS IgG ANTI-VHE EN LA CABAÑA PORCINA ESPAÑOLA 
Una vez desarrolladas y validadas las herramientas para la detección serológica de 
la infección por el VHE, el siguiente objetivo de esta tesis fue la detección de la 
prevalencia de ARN del VHE y de anticuerpos IgG anti-VHE en la cabaña porcina 
española.  
Para ello se usaron 1141 muestras séricas obtenidas de granjas localizadas en cuatro 
comunidades autónomas (Figura 30), tal y como se muestra en materiales y métodos. 
 
 
Figura 30. Provincias en las que se localizaban las granjas de cerdos en las que se obtuvieron las muestras de 
suero.  
 
4.1 Herramientas de detección de anticuerpos y ARN del VHE 
Para el estudio de la prevalencia de anticuerpos del VHE en la cabaña porcina se 
empleó el ELISA que usa el antígeno Δ(1-111)-ORF2r parcialmente purificado, desarrollado 
y validado en el transcurso de esta tesis.  
Para la detección del ARN del VHE en las muestras de suero porcino se utilizó una 
RT-PCR anillada con oligonucleótidos específicos que amplifican una región de 350 pb de 
ORF2, tal y como se describe en materiales y métodos (Figura 31).  
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Figura 31. Detección de ARN del VHE mediante RT-PCR anillada. C- y C+, controles negativo y 
positivo, respectivamente, de extracción de ARN. Los carriles 1-10 pertenecen a distintas muestras 
analizadas. Las muestras positivas (carriles 6-10) muestran un fragmento específico de amplificación de 350 
pb. En los carriles laterales aparecen los marcadores de masa molecular. 
 
4.2 Detección serológica de anticuerpos frente al VHE  
Los datos obtenidos muestran que la infección con el VHE estaba diseminada por 
toda la geografía española, un total de 233 sueros (20.4%) resultaron positivos por ELISA 
(Tabla 11), detectándose animales seropositivos en todas las provincias estudiadas. Los 
resultados indicaron que la seroprevalencia no era uniforme en las diferentes provincias, 
variando desde el 2.5% de Salamanca hasta el 26.4% de Zaragoza, pero estas variaciones 
no tenían una clara relación geográfica, puesto que se detectaron prevalencias muy 
distintas en provincias limítrofes como, por ejemplo, Lérida y Huesca, así como en granjas 
próximas situadas en una misma provincia (datos no mostrados). 
Cuando se compararon las seroprevalencias detectadas en animales mayores de 6 
meses o menores de 6 meses de edad, se observó que ésta era significativamente mayor en 
los primeros, 30.2% y 15.5%, respectivamente (Tabla 11). Aunque las proporciones de 
animales seropositivos en ambos grupos de animales variaba mucho en las provincias 
estudiadas, entre el 4.8% y el 37% en los primeros y entre el 0% y el 20% en los segundos, 
siempre fue mayor en los animales adultos, resultando las diferencias estadísticamente 
significativas en Zaragoza, Teruel, Lérida y en el conjunto de la población. 
El estudio realizado detectó la presencia de animales seropositivos en todas las 
provincias analizadas. Más del 80% (69/85) de las piaras estudiadas tenían, al menos, un 
animal seropositivo, variando el porcentaje de granjas en las que se detectaron animales 
con IgG anti-VHE en suero entre las diferentes provincias entre el 60.7% y el 100% (Tabla 
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12). De modo similar, el porcentaje de animales positivos en las distintas granjas 
analizadas que presentaron serología positiva también fue muy variable, de 2.9% a 100%. 
 
Tabla 11. Seroprevalencia de IgG anti-HEV en cerdos (adultos y jóvenes) en las diferentes provincias 
incluidas en el estudio.  
 
 
SUEROS PORCINOS 
COMUNIDAD AUTÓNOMA 
 ARAGÓN 
CASTILLA-                   
LEÓN 
ANDALUCÍA CATALUÑA 
 PROVINCIA 
 
 
POSITIVO 
/TOTAL 
(%) 
 
TODAS 
(***) 
HUESCA ZARAGOZA 
(***) 
TERUEL 
(*) 
SALAMANCA JAÉN LÉRIDA    
(*) 
TODOS 
233/1141 
(20.4) 
25/136 
(18.4) 
168/637 
(26.4) 
20/128 
(15.6) 
3/122          
(2.5) 
15/74              
(20.3) 
2/44         
(4.5) 
ADULTOS 
115/381 
(30.2) 
5/26 
(19.2) 
95/257      
(37) 
8/28  
(28.6) 
2/42            
(4.8) 
3/14        
(21.4) 
2/14       
(14.3) 
JÓVENES 
118/760 
(15.5) 
20/110 
(18.2) 
73/380   
(19.2) 
12/100 
(12) 
1/80            
(1.3) 
12/60         
(20) 
0/30            
(0) 
 
Las diferencias fueron estadísticamente significativas (p˂0.5*, p˂0.005**, p˂0.0005***) entre las 
prevalencias detectadas en animales jóvenes y adultos cuando se compararon en todas las provincias en su 
conjunto (p<0.0001), así como en Zaragoza (p<0.0001), Teruel (p˂0.03) y Lérida (p˂0.3). 
 
Tabla 12. Porcentaje de granjas con al menos un animal con serología positiva en las distintas 
provincias incluidas en el estudio. 
GRANJAS PROVINCIA 
 
 
 
 
Huesca Zaragoza Teruel Salamanca Jaén Lérida Total 
Positivas/ total 
(%) 
2/2  
(100) 
61/76 
(80.3) 
2/2  
(100) 
1/3      
(60.7) 
1/1   
(100) 
1/1   
(100) 
69/85 
(81.2) 
 
 
                                                                                                                                Resultados 
101 
4.3 Distribución de IgG anti-VHE en relación a la edad de los animales 
En 5 de las granjas correspondientes a 3 comunidades autónomas, se pudieron 
obtener muestras de animales jóvenes durante varias semanas sucesivas. Las muestras se 
seleccionaron de forma aleatoria en las semanas sucesivas, de forma que los sueros 
analizados no tienen por qué corresponder a un mismo animal. Tal y como se muestra en la 
tabla 13, la prevalencia de IgG anti-VHE encontrada en los animales a las 3 semanas 
(6.9%) disminuía gradualmente hasta la semana 11 (1.4%) para volver a aumentar en la 
semana 15 (31%) hasta alcanzar valores similares a los detectados en la población adulta 
analizada en el conjunto de las regiones estudiadas (30.2%), (Tabla 11). 
 
Tabla 13. Seroprevalencia de IgG anti-HEV en cerdos jóvenes a diferentes semanas.  
 
 
SEMANA 
TODAS 3ª 5ª 7ª 11ª 15ª 20ª 
POSITIVO /TOTAL 
(%) 
61/620 
(9.8) 
9/130 
(6.9) 
4/120 
(3.3) 
2/120 
(1.7) 
1/70 
(1.4) 
31/100 
(31) 
14/80 
(17.5) 
 
 
4.4 Estudio de la relación entre la presencia de ARN del VHE y de IgG anti-VHE en 
la cabaña porcina 
4.4.1 Prevalencia del ARN del VHE 
La presencia del ARN del VHE (Tabla 14) se analizó en un grupo de 341 sueros 
pertenecientes a 72 granjas (30 de animales jóvenes, menores de 6 meses de edad, y 42 de 
cerdas adultas reroductoras, mayores de 6 meses de edad) de la provincia de Zaragoza 
mediante la RT-PCR anillada descrita anteriormente. En un total de 64 animales (18.8%) 
se detectó una infección activa por el VHE, siendo la proporción de animales positivos 
para el ARN del VHE significativamente mayor (p˂0.006) entre los animales jóvenes 
(25.7%) que entre los adultos (13.9%). 
Cuando se analizó la presencia de infección activa en las granjas (Tabla 14) se 
observó que prácticamente en la mitad de ellas (47.2%), al menos un animal había 
resultado positivo en el análisis del ARN del VHE, siendo mayor la proporción de 
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animales que presentaban infección activa en las granjas de animales jóvenes que en las de 
adultos (60% y 38.1%, respectivamente). 
 
Tabla 14. Prevalencia del ARN del VHE en cerdos (menores de 6 o mayores de 6 meses de edad) y 
granjas. 
 
CERDOS (edad en meses) GRANJAS 
TODOS 
(**) 
< 6 > 6 TODAS CEBO REPRODUCTORAS 
POSITIVOS/TOTAL 
(%) 
64/341 
(18.8) 
36/140 
(25.7) 
28/201 
(13.9) 
34/72 
(47.2) 
18/30 
(60) 
16/42 
(38.1) 
 
Las diferencias fueron estadísticamente significativas ** (p=0.0061) cuando se comparó la prevalencia del 
ARN del VHE entre los sueros de jóvenes y adultos. 
 
4.4.2 Prevalencia de IgG anti-VHE 
Los datos del análisis de la prevalencia de IgG anti-VHE en el mismo grupo de 341 
sueros pertenecientes a las 72 granjas de Zaragoza (Tabla 15) refleja la mayor prevalencia 
encontrada en los animales de Aragón en general (Tabla 11). Sin embargo, en este caso, y 
al contrario que lo detectado en el resto de las regiones analizadas, las prevalencias fueron 
similares entre los animales jóvenes y los adultos, 40.7% y 38.8%, respectivamente (Tabla 
15). En cualquier caso, hay que destacar que no se dispuso de información sobre la semana 
de edad a la que se obtuvieron las muestras séricas de estos animales jóvenes, salvo que 
esta se llevó a cabo antes de que los animales alcanzaran los 6 meses de edad. Por lo tanto, 
si el muestreo se realizó cuando los animales tenían más de 15 semanas, los datos de 
prevalencia obtenidos (38.8%) no se diferencian demasiado de los observados (31%) en los 
animales de más de 15 semanas de edad analizados en el estudio de prevalencia realizado 
en semanas sucesivas (Tabla 13). 
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Tabla 15. Prevalencia de IgG anti-VHE en cerdos (de menos de 6 o más de 6 meses de edad) y granjas. 
 
CERDOS (edad en meses) GRANJAS 
TODOS < 6 > 6 TODAS CEBO REPRODUCTORAS 
POSITIVOS/TOTAL 
(%) 
135/341 
(39.6) 
57/140 
(40.7) 
78/201 
(38.8) 
57/72 
(79.2) 
24/30 
(80) 
33/42 
(78.6) 
 
El análisis de la prevalencia de IgG anti-VHE por granja reveló un porcentaje de 
granjas positivas (79.2%) similar al encontrado al analizar la totalidad de las granjas 
estudiadas (Tabla 15). En este caso, este porcentaje de granjas positivas fue similar en el 
caso de las explotaciones de cebo y de las de cerdas reproductoras.  
Cuando se analizaron conjuntamente las prevalencias de ARN del VHE y de IgG 
anti-VHE en el mismo grupo de 341 animales (Tabla 16) se observó que prácticamente la 
mitad de los cerdos (48.4%) no presentaban ninguno de los marcadores de infección por el 
virus. En el 12% de los mismos se detectó el ARN vírico, pero no anticuerpos específicos, 
mientras que en el 6.7% se detectaron ambos marcadores. Finalmente, en el 32.8% de los 
animales se pudo comprobar la presencia de una infección anterior, dado que en ellos no se 
detectó ARN vírico, pero sí la presencia de IgG anti-VHE. 
Tabla 16. Prevalencia de IgG anti-HEV y de ARN-VHE en cerdos (jóvenes y adultos). 
 CERDOS (nº) 
TODAS   
(341) 
REPRODUCTORAS 
(201) 
CEBO           
(140) 
POSITIVOS (%) 
RNA- / IgG- 165 (48.4) 106 (52.7) 59 (42.1) 
RNA+ / IgG- 41 (12)* 17 (8.5) 24 (17.1) 
RNA+/ IgG+ 23 (6.7) 11(5.5) 12 (8.6) 
RNA- / IgG+ 112 (32.8) 67 (33.3) 45 (32.1) 
 
Las diferencias sólo fueron significativas entre jóvenes y adultos *(p=0.015) en el análisis de los animales 
RNA+ / IgG-. 
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4.5 Análisis filogenético del VHE 
Una docena de muestras positivas seleccionadas al azar se purificaron y 
secuenciaron bidireccionalmente. Las secuencias se alinearon y compararon con otras 
secuencias representativas de los 4 genotipos del VHE obtenidas de bases de datos de 
acceso libre y con ellas se llevó a cabo un análisis filogenético. Tal y como se muestra en 
la figura 32, todas ellas pertenecían al genotipo III. Once de las 12 muestras amplificadas 
presentaban la misma secuencia. Únicamente una secuencia mostró dos cambios de 
nucleótido (0.7%). Las muestras secuenciadas diferían de la muestra usada como control 
(U24), obtenida de las heces de un cerdo infectado naturalmente de la provincia de 
Valencia (gentilmente cedida por la Dra. M.T. Pérez-Gracia, U. Cardenal Herrera-CEU, 
Valencia) en un 4.8-5.1%.  
 
 
Figura 32. Estudio filogenético de muestras positivas para ARN del VHE seleccionadas de forma 
aleatoria. En este árbol filogenético se incluyen muestras secuenciadas en este estudio (en un círculo rojo) 
comparadas con secuencias correspondientes a los 4 genotipos (GI-GIV) del VHE. Como secuencia externa 
se utilizó una secuencia correspondiente a un aislado aviar. 
 
 
                                                                                                                                Resultados 
105 
5. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD INMUNOGÉNICA DE LAS PROTEÍNAS Y 
VIRUS RECOMBINANTES EN EL MODELO MURINO 
El siguiente objetivo planteado en esta tesis fue el ensayo de la capacidad 
inmunogénica de las proteínas recombinantes ORF2r y Δ(1-111)-ORF2r, expresadas en 
baculovirus y de los virus vaccinia VV-ORF2 y VV-Δ(1-111)-ORF2, en el sistema murino 
(ratonas Swiss), con el fin de determinar su potencial como posibles candidatos vacunales. 
Además, se analizó la capacidad de transmisión vertical de la inmunidad adquirida por 
ratonas gestantes. 
5.1 Inmunización con proteínas recombinantes generadas en el sistema de 
baculovirus 
Se ensayó en ratones la capacidad inmunogénica de las proteínas recombinantes 
ORF2r y Δ(1-111)-ORF2r, parcialmente purificadas de larvas de insecto infectadas con los 
baculovirus recombinantes correspondientes. 
En un primer experimento se inocularon, por vía intraperitoneal, 3 ratones con cada 
una de las proteínas diluidas en PBS administradas en 2 dosis a intervalos de 15 días. Se 
incluyó un grupo control inoculado únicamente con PBS. Los ratones se sangraron antes de 
la primera inoculación y a día 7, 14, 30, 45 y 56 post- inoculación (d.p.i.), momento en que 
fueron anestesiados y sacrificados. Además se inocularon grupos de 4 ratones a los que se 
les administraron los inmunógenos con adyuvante completo de Freund en la primera dosis, 
y con adyuvante incompleto de Freund en la última dosis. Estos ratones se sangraron a 14 
y 30 d.p.i., momento en que fueron anestesiados y sacrificados. La dosis inicial para ambos 
grupos fue de 100 µg de proteína/ratón, seguida de una dosis de 50 µg. Además, se incluyó 
un grupo control inoculado con PBS y adyuvante de Freund. La producción de anticuerpos 
específicos en los ratones inoculados se analizó por ELISA, empleando como antígeno las 
proteínas recombinantes parcialmente purificadas de larvas, así como las expresadas por 
los virus vaccinia recombinantes, y en ambos casos los niveles de anticuerpos detectados 
fueron similares.  
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Figura 33. Títulos de anticuerpos (IgG anti-VHE) en ratones ensayados con las proteínas 
recombinantes. Generación de anticuerpos específicos en los ratones inoculados con las proteínas 
recombinantes ORF2r (O), Δ(1-111)-ORF2r (Δ) o con PBS (PBS) en ausencia (A) y presencia (B) de adyuvante 
de Freund, mostrados como valores de A495 en ELISA. 
 
Tal y como se muestra en la figura 33A, todos los animales presentaron anticuerpos 
específicos a 30 d.p.i., cuando los animales habían recibido dos dosis, si bien se observó 
que los títulos obtenidos eran variables, ya que sólo algunos de estos animales presentaron 
títulos altos. Estos anticuerpos permanecieron detectables hasta el día del sacrificio, 56 
d.p.i. En el experimento en el que se utilizó adyuvante (Figura 33B) a los 14 d.p.i., con una 
única dosis recibida, todos los animales presentaron anticuerpos específicos con títulos 
elevados que se mantuvieron hasta día 30 p.i.  
Una vez establecida la capacidad inmunogénica de ambas proteínas y el efecto del 
adyuvante, se diseñó un experimento para determinar el efecto de la dosis de inmunógeno 
administrada. Con este fin, se ensayaron tres dosis (2, 10 y 30 µg de proteína/ratón) en 
grupos de 6 ratones para las dos dosis menores y de 9 ratones para la dosis mayor (30 µg), 
administradas con adyuvante en las mismas condiciones que en el experimento anterior. 
Los animales se sangraron a día 22, 41 y 119 p.i., momento en el que fueron anestesiados y 
sacrificados. Como grupo control se incluyeron 6 animales inmunizados con PBS con 
adyuvante. 
Tal y como se muestra en la tabla 17, todos los animales inoculados con la forma 
truncada Δ(1-111)-ORF2r de la proteína presentaron anticuerpos específicos, detectados 
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mediante ELISA, a día 22 p.i., independientemente de la dosis administrada. Por el 
contrario, entre los animales inoculados con la forma completa del antígeno, ORF2r, la 
proporción de animales que presentaron anticuerpos específicos a los 22 d.p.i. varió según 
la dosis administrada, 33.3%, 50% y 77.8% para las dosis de 2, 10 y 30 µg de 
proteína/ratón, respectivamente. Cuando en estos grupos de ratones el análisis se realizó 
con muestras obtenidas a los 41 días de la primera inmunización (11 días tras la tercera 
inoculación) todos los ratones presentaron anticuerpos específicos, excepto los del grupo 
inmunizado con la dosis más baja, 2 µg, en el que únicamente fueron detectables en el 83% 
de los ratones. 
 
Tabla 17. Proporción de ratones inmunizados con diferentes dosis de ORF2r o Δ(1-111)-ORF2r 
parcialmente purificadas que presentaron anticuerpos específicos frente al VHE a distintos días post- 
inmunización 
PROTEÍNA 
INOCULADA 
DOSIS/RATÓN 
Nº RATONES INMUNIZADOS/TOTAL  
(%)     
22 d.p.i. 
(tras 1 dosis) 
41d.p.i. 
(tras 3 dosis) 
ORF2r + 
Adyuvante 
2 µg 2/6 (33) 5/6 (83) 
10 µg 3/6 (50) 6/6 (100) 
30 µg 7/9 (77.8) 9/9 (100) 
Δ(1-111)-ORF2r + 
Adyuvante 
2 µg 6/6 (100) 6/6 (100) 
10µg 6/6 (100) 6/6 (100) 
30 µg 9/9 (100) 9/9 (100) 
PBS + 
Adyuvante 
---- 0/6 (0) 0/6 (0) 
 
En la figura 34 se muestran los valores de absorbancia en ELISA de los sueros de 
los ratones en función de la dosis administrada y del número de inoculaciones recibida. 
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Figura 34. Niveles de anticuerpos específicos (IgG anti-VHE) generados en función de la dosis 
inoculada y el número de inoculaciones. Los resultados se expresan como valores de A495, generados tras la 
inmunización con las diferentes proteínas recombinantes ORF2r (A), Δ(1-111)-ORF2r (B) a las diferentes dosis 
ensayadas y distinto número de dosis inoculadas. 
 
Los niveles de anticuerpos anti-VHE alcanzados por los ratones inmunizados con 
ORF2r fueron más elevados a mayor dosis administrada (Figura 34). Por el contrario, en el 
caso de los animales inmunizados con la forma truncada de la proteína Δ(1-111)-ORF2r los 
niveles alcanzados fueron similares para las 3 dosis de inmunógeno utilizadas.  
En la figura 35 se muestran los niveles de IgG anti-VHE originados en los grupos 
de ratones inmunizados con las distintas dosis de ambos inmunógenos a lo largo del 
tiempo.  
 
Figura 35. Niveles de anticuerpos específicos (IgG anti-VHE) a lo largo del tiempo. Resultados 
expresados como valores de Absorbancia A495 en ELISA, generados en los distintos grupos de ratones 
inmunizados con cada uno de los inmunógenos a varios días post inmunización.  
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Los ratones inoculados con ambas proteínas permanecieron inmunizados hasta el 
final del experimento (119 d.p.i.). Ninguno de los animales inoculados con PBS presentó 
anticuerpos específicos. 
5.2 Inmunización con los virus vaccinia recombinantes 
En paralelo a los experimentos anteriores, se evaluó en el modelo murino la 
capacidad inmunogénica de los virus vaccinia recombinantes purificados, VV-ORF2 y 
VV-Δ(1-111)-ORF2,  
Se inoculó un grupo de 6 ratones con una primera dosis de 10
5
 ufp/ratón, seguidas 
de dos dosis de 10
4
 ufp/ratón. Un segundo grupo de 9 ratones se inoculó inicialmente con 
10
6
 ufp/ratón
 
seguida de dos dosis de 10
5
 ufp/ratón. Las inmunizaciones se realizaron 
intraperitonealmente con los virus diluidos en PBS a intervalos de 15 días. Como control 
del experimento se inocularon 6 ratones con una dosis de 10
6
 ufp/ratón
 
 seguida de dos 
dosis de 10
5
 ufp/ratón de virus vaccinia silvestre WR purificado. Los ratones se sangraron 
antes de ser inoculados y a días 22, 41 y 119 post-inoculación, momento en el que fueron 
anestesiados y sacrificados. En estos experimentos, la producción de anticuerpos 
específicos en los ratones inoculados se analizó por ELISA empleando como antígeno las 
proteínas recombinantes parcialmente purificadas de larvas, de forma que se evitaba la 
posible detección de anticuerpos frente a proteínas del virus vaccinia que pudieran estar 
presentes a bajo nivel en los extractos de células infectadas con los virus vaccinia 
recombinantes. 
En la tabla 18 se muestran los datos de inmunización alcanzada por los animales 
infectados con los diferentes virus. En el caso de los ratones inmunizados con el virus 
recombinante VV-ORF2 todos los animales presentaron anticuerpos específicos desde la 
primera inmunización 22 d.p.i., independientemente de la dosis utilizada. Por el contrario, 
en aquellos animales inmunizados con el  virus vaccinia recombinante VV-Δ(1-111)-ORF2r a 
la menor dosis, 10
5
 ufp/ratón, ningún ratón desarrolló anticuerpos tras la primera 
inoculación y únicamente en el 66.6% de ellos se detectaron anticuerpos tras la tercera 
inoculación. Cuando se empleó una dosis mayor de VV-Δ(1-111)-ORF2r, 10
6
 ufp/ratón, el 
44.4% de los animales resultaron inmunizados tras una sola inoculación, alcanzándose el 
100% de ratones inmunizados tras la tercera inoculación. 
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Tabla 18. Proporción de ratones inmunizados con diferentes dosis de VV-ORF2r o VV-Δ(1-111)-ORF2r 
purificados que presentaron anticuerpos específicos frente al VHE a distintos días post-inmunización. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
En la figura 36 se muestran los valores de absorbancia en ELISA de los sueros de 
los ratones en función de la dosis administrada y del número de inoculaciones recibido. 
 
 
Figura 36. Niveles de anticuerpos específicos (IgG anti-VHE) generados en función de la dosis 
inoculada y del número de inoculaciones. Los resultados se expresan como valores de Absorbancia A495, 
generados tras la inmunización con los diferentes virus vaccinia recombinantes purificados VV-ORF2 (A), 
VV-Δ(1-111)-ORF2 (B) a las diferentes dosis ensayadas y distinto número de dosis inoculadas. 
 
VIRUS INOCULADO 
 
DOSIS 
(UFP / RATÓN) 
Nº RATONES 
INMUNIZADOS/TOTAL  (%)     
22 d.p.i. 
(tras 1 dosis) 
41 d.p.i. 
(tras 3 dosis) 
VV-ORF2 
105 6/6 (100) 6/6 (100) 
106 9/9 (100) 9/9 (100) 
VV-Δ-(1-111)-ORF2 
105 0/6 (0) 4/6 (66,6) 
106 4/9 (44.4) 9/9 (100) 
WR 10
6 0/6 (0) 0/6 (0) 
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Tal y como se muestra en la figura 36, mientras que, en los ratones inmunizados 
con el VV-Δ-(1-111)-ORF2 los niveles de IgG anti-VHE producidos fueron más elevados a 
mayor dosis inoculada y mayor número de inoculaciones, en los animales inoculados con 
VV-ORF2, los niveles de anticuerpos específicos fueron similares a las dos dosis 
empleadas aunque ostensiblemente mayores con tres dosis inoculadas.  
Como se puede ver en la figura 38, independientemente de la dosis inoculada, los 
títulos de anticuerpos más elevados para ambos inmunógenos se alcanzaron tras la tercera 
inoculación (41 d.p.i.) y se mantuvieron estables hasta el momento del sacrificio, 119 
d.p.i., alcanzando en este punto sus niveles más altos. Ningún animal del grupo control 
inoculado con el virus vaccinia silvestre, WR, presentó IgG anti-VHE a lo largo del 
estudio. 
 
 
Figura 38. Niveles de anticuerpos específicos (IgG anti-VHE), expresados como valores de 
Absorbancia en ELISA.  Títulos de anticuerpos generados en los distintos grupos de ratones inmunizados 
con cada uno de los inmunógenos a varios días post- inmunización.  
 
5.3 Estudio de las rutas de transmisión de anticuerpos específicos de madres 
inmunizadas a sus crías 
Una vez confirmado que los antígenos recombinantes expresados en ambos 
sistemas (baculovirus y virus vaccinia) eran inmunogénicos, se diseñó un experimento para 
determinar si animales gestantes inmunizados con ellos eran capaces de transmitir la 
inmunidad a sus crías tanto por ruta intrauterina como a través de la lactancia.  
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El experimento se diseñó de modo que se inmunizaron dos grupos de 5 ratonas 
Swiss (blancas) con 3 dosis de 30 µg de proteína parcialmente purificada (ORF2r y Δ-(1-
111)-ORF2r) de extractos de larvas de insecto infectadas con los baculovirus 
correspondientes y dos grupos de 4 hembras Swiss (blancas) inmunizadas con una dosis 
inicial de 10
6
 ufp, seguida de dos dosis de 10
5
 ufp de los virus vaccinia recombinantes 
(VV- ORF2 y VV-Δ-(1-111)-ORF2) (Tabla 19). Las condiciones y las pautas de inoculación 
y sangrado, así como la detección de IgG anti-VHE se llevó a cabo como en los 
experimentos descritos anteriormente.   
Las hembras se preñaron tras la tercera inmunización. En paralelo se preñaron 11 
hembras B6D2 (negras) inoculadas con PBS, de esta forma, todas las hembras, 
inmunizadas o no, parieron en un intervalo de 2 días. En las 24 horas siguientes al parto se 
intercambiaron parte de las camadas entre las madres, de modo que las ratonas 
inmunizadas criaron a algunos de sus propios hijos (blancos) y a algunos de los de las 
madres sin inmunizar (negros) y lo mismo hicieron las madres B6D2 sin inmunizar.  
El día del parto y a 3, 9, 18, y 30 días post-parto (d.p.p.) (momento en el que los 
ratones ya habían sido destetados) se anestesiaron y sacrificaron algunos de los animales 
criados por las distintas madres para determinar la presencia de IgG anti-VHE en sangre. 
De esta forma, la presencia de anticuerpos en crías de madres sin inmunizar criadas por 
madres inmunizadas indicaría la transmisión de anticuerpos a través de la leche de las 
madres inmunizadas, mientras que la presencia de anticuerpos específicos en crías de 
madres inmunizadas amamantados por madres sin inmunizar indicaría que la transmisión 
se había producido por vía intrauterina.  
Finalmente, y para descartar que la transmisión por lactancia fuera debida 
únicamente a la presencia de anticuerpos específicos en el calostro y que, por lo tanto, no 
estuvieran presentes en la leche mamada con posterioridad, algunas crías de madres no 
inmunizadas se pasaron con madres inmunizadas a 9 d.p.p. En ningún caso se observaron 
diferencias con el resto de sus hermanos, por lo que los resultados se muestran en conjunto, 
independientemente de que los animales hubieran recibido calostro o no. 
Además, y con el fin de asegurar que la vía de transmisión intrauterina era eficaz, 
se practicaron cesáreas en 7 madres, 5 inmunizadas con proteínas recombinantes 
producidas en larvas (2 con ORF2r y 3 con Δ(1-111)-ORF2r) y 2 inmunizadas, cada una, con 
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uno de los virus vaccinia recombinantes, VV-ORF2 y VV-Δ-(1-111)-ORF2 (Tabla 19). Estos 
animales fueron sacrificados y sangrados en el momento en que se practicaron las cesáreas. 
 
Tabla 19. Resumen de los animales inmunizados implicados en el experimento 
INÓCULO Nº RATONAS Nº CESÁREAS 
ORF2r 5 2 
Δ(1-111)-ORF2r 5 3 
VV-ORF2 4 1 
VV-Δ-(1-111)-ORF2 4 1 
 
 
Como se observa en las tablas 20 y 21 y en la figura 39, independientemente del 
inmunógeno recombinante utilizado (proteínas obtenidas de larvas de insecto o virus 
vaccinia), todas las crías de madres inmunizadas amamantadas por ellas mismas, 
presentaron anticuerpos específicos en sangre desde el día del nacimiento hasta el final del 
experimento, 30 días tras el parto. Los mismos resultados se obtuvieron con aquellas crías 
nacidas de madres sin inmunizar que fueron criadas por madres inmunizadas. 
Por otra parte, también se detectaron anticuerpos específicos en las crías nacidas de 
madres inmunizadas que fueron amamantados por madres sin inmunizar. Sin embargo, en 
el caso de aquellas nacidas de madres inmunizadas con los virus vaccinia recombinantes, el 
número de crías con IgG anti-VHE en sangre fue menor, observándose que la inmunidad 
adquirida disminuía con el tiempo, pasando de casi el 90% a 3 d.p.p., a desaparecer por 
completo 30 días después del nacimiento, mientras que en los animales nacidos de madres 
inmunizadas con los recombinantes de baculovirus y criados por madres sin inmunizar, se 
mantuvo en el 100% hasta 18 d.p.p., disminuyendo al 50% a 30 d.p.p. En ningún caso se 
detectaron anticuerpos específicos frente al VHE en las crías de madres sin inmunizar 
amamantadas por ellas mismas. 
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Tabla 20. Porcentaje de crías con anticuerpos anti-VHE nacidos de madres inmunizadas con las 
proteínas recombinantes ORF2 y Δ(1-111)-ORF2r parcialmente purificadas y de madres sin inmunizar 
criados por sus propias madres y/o por madres adoptivas. 
 INMUNÓGENO: 
PROTEÍNA 
PURIFICADA 
CRÍA 
DÍA POST-PARTO 
0 3 9 18 30 
POSITIVOS/TOTAL 
(%) 
MADRE 
INMUNIZADA 
         
Propia 
10/10 
(100) 
6/6 
(100) 
5/5 
(100) 
5/5 
(100) 
8/8 
(100) 
    
Adoptada 
 
8/8 
(100) 
5/5 
(100) 
4/4 
(100) 
8/8 
(100) 
MADRE SIN 
INMUNIZAR 
         
Propia 
0/5  
(0) 
0/6  
(0) 
0/5  
(0) 
0/7  
(0) 
0/5  
(0) 
Adoptada  
4/4 
(100) 
5/5 
(100) 
6/6 
(100) 
2/4 
(50) 
 
 
Tabla 21. Porcentaje de crías con anticuerpos anti-VHE nacidos de madres inmunizadas con los virus 
vaccinia recombinantes VV-ORF2 y VV-Δ(1-111)-ORF2r purificados y de madres sin inmunizar criados 
por sus propias madres y/o por madres adoptivas. 
 
INMUNÓGENO:      
VIRUS VACCINIA 
CRÍA 
DÍA POST-PARTO 
0 3 9 18 30 
POSITIVOS/TOTAL 
(%) 
MADRE 
INMUNIZADA 
Propia 
12/12 
(100) 
9/9 
(100) 
5/5 
(100) 
6/6 
(100) 
7/7 
(100) 
Adoptada  
7/7 
(100) 
7/7 
(100) 
9/9 
(100) 
11/11 
(100) 
MADRE SIN 
INMUNIZAR 
Propia 
0/4  
(0) 
0/9  
(0) 
0/5  
(0) 
0(9  
(0) 
0/4  
(0) 
Adoptada  
7/8 
(87.5) 
4/5 
(80) 
2/8 
(25) 
0/5  
(0) 
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Figura 39. Niveles de anticuerpos presentes en las crías a diferentes d.p.p. Se muestran los valores de 
A495 en ELISA de los sueros del experimento de las rutas de transmisión de anticuerpos de madres 
inmunizadas con las proteínas recombinantes expresadas en baculovirus (A) y con los virus vaccinia 
recombinantes (B) a las crías. IP: crías propias de madres inmunizadas, IC: crías de madres control adoptadas 
por madres inmunizadas, CP: crías propias de madres control, CI: crías de madres inmunizadas adoptadas por 
madres control. 
 
Como ya se ha comentado, con el fin de descartar que en el estudio de transmisión 
intrauterina algún animal pudiera haber mamado de su madre inmunizada antes de ser 
intercambiado con madres adoptivas sin inmunizar, en algunas hembras anestesiadas se 
practicaron cesáreas. Las crías sacrificadas en el momento de la cesárea y sangradas 
presentaron, en todos los casos, anticuerpos específicos (Figura 40), confirmando que, 
efectivamente, la inmunidad se transmite por vía intrauterina.  
Tal y como se muestra en la figura 40, las tasas de anticuerpos alcanzados por esta 
vía en las crías de madres inmunizadas con las proteínas expresadas en baculovirus fueron 
mayores que los de las crías de madres inmunizadas con los virus vaccinia recombinantes. 
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Figura 40. Niveles de anticuerpos en las crías nacidas por cesárea. En algunos casos los sueros analizados 
correspondían a más de una cría; 31 sueros de 61 animales en el caso de los recombinantes de baculovirus y 3 
sueros de 18 animales en el caso de los virus vaccinia recombinantes. 
 
Estos datos indican que las madres inmunizadas transmiten la inmunidad a sus hijos, 
tanto por vía intrauterina, como por lactancia. Sin embargo, mientras que ambas rutas 
fueron igual de efectivas en el caso de las madres inmunizadas con los inmunógenos 
purificados a partir de extractos de larvas infectadas con los baculovirus recombinantes 
correspondientes, no lo fue cuando se utilizaron inmunógenos expresados por virus 
vaccinia recombinantes. Así, en este último caso, mientras que todas las crías inmunizadas 
a través de la leche presentaron IgG anti-VHE hasta el final del experimento, 30 d.p.p., en 
el caso de las crías inmunizadas por vía intrauterina, la inmunidad se perdía con el paso del 
tiempo, puesto que ningún animal presentaba anticuerpos específicos 30 días después de 
nacer. 
 
6. GENERACIÓN DE ANTICUERPOS MONOCLONALES 
Finalmente, como último objetivo de esta tesis, se obtuvieron y caracterizaron 
anticuerpos monoclonales (AcMo) murinos a partir de la proteína recombinante Δ(1-111)-
ORF2r parcialmente purificada de extractos de larvas infectadas con el baculovirus 
recombinante correspondiente, tal y como se describe en materiales y métodos. 
Los clones supervivientes tras el cultivo en medio selectivo se analizaron mediante 
el ELISA basado en el uso de la proteína Δ(1-111)-ORF2r desarrollado en esta tesis. En 
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función a los resultados obtenidos se seleccionaron dos clones (2F8 y 4G11) para su 
caracterización.  
El análisis del isotipo de los AcMo mostró que ambos eran IgG1κ. 
Los resultados de la reactividad de los sobrenadantes del cultivo de ambos clones 
frente a la proteína utilizada para su obtención, Δ(1-111)-ORF2r, testada en ELISA, se 
muestran en la figura 41A. Resultados equivalentes se obtuvieron con el resto de proteínas 
recombinantes obtenidas en la tesis, tanto en el sistema de baculovirus, como en el de virus 
vaccinia (datos no mostrados). 
Los AcMo se purificaron por columnas de afinidad a inmunoglobulinas de tipo G 
como se describe en materiales y métodos y se titularon por dilución límite en ELISA 
(Figura 41B).  
 
 
Figura 41. Titulación por dilución límite de la reactividad en ELISA de los AcMo 4G11 y 2F8. 
Sobrenadantes de cultivo de los clones 2F8 y 4G11 (A) y de los AcMo 2F8 y 4G11 purificados (B). Como 
antígeno se utilizó proteína Δ(1-111)-ORF2r, parcialmente purificada de larvas de insecto infectadas con el 
baculovirus recombinante BAC- Δ(1-111)-ORF2r.  
 
Los AcMo se marcaron con biotina, tal y como se describe en Materiales y 
métodos. A continuación y para determinar si ambos AcMo reconocían el mismo epítopo, 
se llevó a cabo un ELISA de competición tal y como se describe en Materiales y métodos. 
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Como se observa en la figura 42, los AcMo reconocían epítopos distintos presentes en Δ(1-
111)-ORF2r. 
 
Figura 42. Ensayos de competición entre los AcMo 4G11 y 2F8. Se empleó como antígeno la proteína Δ(1-
111)-ORF2r parcialmente purificada de larvas de insecto infectadas con el baculovirus BAC- Δ(1-111)-ORF2r. 
Se muestra la competición del AcMo 4G11 consigo mismo y con el AcMo 2F8 (A) y del AcMo 2F8 consigo 
mismo y con el AcM 4G11(B). El AcMo 4G11 biotinilado se usó 1:1600 y el AcMo 2F8 biotinilado a 1:200. 
El sustrato de la biotina, Streptavidina-HRP se usó a 1:1500. 
 
A continuación se ensayó la reactividad de los sobrenadantes de cultivo de los 
AcMo en WB.Como se observa en la figura 43, el AcMo 4G11 reconocía en WB las 
proteínas recombinantes ORF2r y Δ(1-111)ORFr expresadas por los baculovirus 
recombinantes correspondientes y las proteínas ORF2r-vv y Δ(1-111)ORFr-vv expresadas 
por los virus vaccinia recombinantes correspondientes, sin que, en ningún caso, se 
observara reactividad inespecífica en células de insecto infectadas con un baculovirus 
irrelevante o en células de mamífero infectadas con el virus vaccinia silvestre, WR. El 
mismo resultado se obtuvo con el AcMo 2F8 (datos no mostrados). 
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Figura 43. Reactividad del AcMo 4G11 analizada por WB. Se utilizaron como antígeno las proteínas 
recombinantes ORF2r y Δ(1-111)ORF2r expresadas en células de insecto Sf21 infectadas con los baculovirus 
recombinantes y como control las mismas células infectadas con un baculovirus irrelevante (A). En el panel 
(B) se muestran los resultados obtenidos al emplear como antígeno las proteínas ORF2r-vv y Δ(1-111)ORF2r-
vv expresadas en células de mamífero BSC-1 infectadas con los virus vaccinia recombinantes 
correspondientes y como control las mismas células infectadas con el virus vaccinia silvestre WR. El AcMo 
se usó a dilución 1:100 y el anticuerpo secundario anti-ratón-HRP se usó a dilución 1:4000. En el lateral del 
gel se muestran los marcadores de masa molecular. 
 
Por otro lado, se determinó la utilidad de los anticuerpos monoclonales como 
herramientas en ensayos de detección mediante inmunofluorescencia. Estos ensayos se 
llevaron a cabo en células de mamífero, BSC-1 infectadas con los virus vaccinia 
recombinantes VV-ORF2 y VV-Δ(1-111)ORF2, con el virus vaccinia silvestre WR y sin 
infectar y con los sobrenadantes de cultivo de los AcMo 4G11 y 2F8. 
Como se observa en la figura 44, ambos anticuerpos monoclonales reconocían las 
proteínas ORF2r-vv y Δ(1-111)ORF2r-vv expresadas por los virus vaccinia recombinantes 
correspondientes, sin que, en ningún caso, se observara reactividad inespecífica en células 
infectadas con el vaccinia silvestre WR o en las células sin infectar. 
Resultados similares se obtuvieron cuando las inmunofluorescencias se llevaron a 
cabo en células de insecto Sf21 infectadas con los baculovirus recombinantes BAC-ORF2 
y BAC-Δ(1-111)-ORF2, con un baculovirus recombinante irrelevante o sin infectar (Figura 
45). 
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Figura 44. Detección por inmunofluorescencia con los sobrenadantes de cultivo AcMo 2F8 y 4G11 de 
las proteínas recombinantes del VHE, ORF2r-vv y Δ(1-111)ORFr-vv, expresadas en células BSC-1 
infectadas con los virus vaccinia recombinantes correspondientes. Las células se fijaron con metanol 
absoluto como se describe en materiales y métodos. Los AcMo se usaron a dilución 1:150 y el anticuerpo 
secundario anti-ratón conjugado con Alexa Fluor-488 se usó a dilución 1:500. En el panel de células 
infectadas con WR o sin infectar se muestran las células fotografiadas con luz transmitida y óptica Dic. 
 
Finalmente, y para confirmar que la infección con los virus baculovirus o vaccinia 
no estaba alterando el reconocimiento de las proteínas recombinantes, se ensayó la 
especificidad de los AcMo generados por las formas proteicas recombinantes del ORF2 del 
VHE utilizando las dos proteínas de fusión a GFP generadas como se ha descrito con 
anterioridad. En estas construcciones, la GFP se localiza en el extermo N-terminal de las 
proteínas. Los estudios se realizaron en células BHK-21 transfectadas con los plásmidos p-
GFP-ORF2 y p-GFP-Δ(1-111)ORF que expresan las proteínas del VHE ORF2 completa y 
truncada fusionadas a GFP respectivamente, tal y como se detalla en materiales y métodos. 
Como control se empleó el plásmido de transfección p-GFP-C2 que expresa la GFP. 
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Figura 45. Detección por inmunofluorescencia con los AcMo 2F8 y 4G11 de las proteínas 
recombinantes del VHE, ORF2r y Δ(1-111)ORFr, expresadas en células SF21 de insecto infectadas con 
los baculovirus recombinantes correspondientes. Las células se fijaron con metanol absoluto como se 
describe en materiales y métodos. Los AcMo se usaron a dilución 1:150 y el anticuerpo secundario anti-ratón 
conjugado con Alexa Fluor-488 se usó a dilución 1:500. En el panel de células infectadas con el baculovirus 
irrelevante o sin infectar se muestran las células fotografiadas con luz transmitida y óptica Dic. 
 
Como se muestra en la figura 46, los AcMo fueron capaces de reconocer también 
ambas proteínas de fusión expresadas en células transfectadas, sin que se observara señal 
ni en las células transfectadas con el plásmido control, ni en las células sin transfectar. 
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Figura 46. Detección por inmunofluorescencia con los AcMo 4G11 (A) y 2F8 (B) de las proteínas 
recombinantes del VHE, ORF2r-GFP y Δ(1-111)ORFr-GFP, en células BHK-21 transfectadas con los 
plásmidos p-GFP-ORF2, p-GFP- Δ(1-111)ORF y p-GFP. Las células se fijaron con PFA al 4%, como se 
describe en materiales y métodos. Los AcMo se usaron a dilución 1:150 y el anticuerpo secundario anti-ratón 
conjugado con Alexa Fluor-594 se usó a dilución 1:500.  
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Por último, y para mejorar la utilidad de estos anticuerpos en inmunofluorescencia, 
se conjugaron con un fluorocromo Alexa Fluor-488 como se describe en materiales y 
métodos, obteniéndose mejores resultados con los AcMo conjugados en 
inmunofluorescencia ya que se aumentó considerablemente la dilución de uso de los 
mismos y se redujo el tiempo del ensayo, como se ejemplifica en la figura 47 con el AcMo 
4G11-Alexa Fluor- 488 y células BHK-21 infectadas con los virus vaccinia recombinantes, 
el virus vaccinia silvestre WR o células sin infectar. De nuevo, no se observó reactividad 
con los AcMo conjugados con Alexa Fluor-488 con las células infectadas con WR o sin 
infectar. 
 
 
 
Figura 47. Detección por inmunofluorescencia con el AcMo 4G11 conjugado con Alexa Fluor-488 
(4G11-Alexa Fluor-488) de las proteínas recombinantes  ORF2r-vv y Δ(1-111)ORFr-vv, expresadas por 
los vaccinias recombinantes correspondientes. Las células se fijaron con metanol absoluto como se 
describe en materiales y métodos. El AcMo 4G11-Alexa Fluor-488 se usó a dilución 1:300. En el panel de 
células infectadas con WR o sin infectar se muestran las células fotografiadas con luz transmitida y óptica 
Dic.
  
DISCUSIÓN 
_________________________________________________________________Discusión 
127 
El VHE es un patógeno de transmisión entérica responsable de grandes brotes 
epidémicos en áreas donde las condiciones sanitarias y de abastecimiento de aguas no son 
las adecuadas, en las que se considera endémico (180). Hasta la fecha y basándose en la 
similitud de sus secuencias genómicas, el VHE se ha clasificado en 4 genotipos, de los 
cuales los genotipos I y II son los principales responsables de las epidemias descritas en 
países en vías de desarrollo (13, 164). En los países industrializados, incluyendo España, 
los casos de hepatitis E siempre se habían relacionado con viajes a zonas endémicas. Sin 
embargo, en los últimos años se están describiendo más casos humanos autóctonos 
originados por virus de genotipo III (17, 29-31, 36, 61, 146, 177, 178, 194, 196, 200, 201). 
Aunque el origen de estos casos autóctonos no se ha esclarecido todavía, se postula que 
pueden ser zoonótico. A ello ha contribuido la detección de marcadores de infección por el 
VHE (ARN y anticuerpos específicos) en animales domésticos (cerdos principalmente) y 
silvestres (jabalíes y ciervos, entre otros), además de la elevada similitud genómica 
encontrada entre cepas porcinas y humanas de genotipos III y IV de una misma región 
geográfica. De hecho, se han detectado virus infecciosos en hígados en venta en mercados 
europeos y americanos (25, 64) y se ha demostrado la infección en humanos por ingesta de 
carne de ciervo e hígado de cerdo crudo o poco cocinado (225, 252). Todos estos hechos 
han tenido como consecuencia el incremento, en los últimos años, del estudio de los 
diversos aspectos relacionados con el VHE 
Cuando se comenzaron los trabajos experimentales de esta tesis los datos sobre el VHE 
y las herramientas específicas para su estudio eran escasas. Por ello, antes de poder 
analizar adecuadamente la incidencia de la infección por el VHE en la cabaña porcina 
española, hubo que desarrollar una serie de herramientas y técnicas específicas que no 
estaban disponibles.  
 
1. EXPRESIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE FORMAS RECOMBINANTES DE 
LA PROTEÍNA DE LA CÁPSIDA (ORF2) DEL VHE 
La proteína de la cápsida del VHE, ORF2, es la más inmunogénica del virus (221) 
por lo que la mayoría de los sistemas de diagnóstico desarrollados hasta la fecha se basan 
en el uso de esta proteína, o péptidos recombinantes de ella, expresados desde diferentes 
sistemas biológicos, tales como bacterias recombinantes (171, 244, 262), virus 
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recombinantes (33, 83, 87, 135, 136, 191, 205, 262) y vectores de expresión eucariota 
(104).   
a) El sistema de baculovirus 
El sistema de baculovirus se lleva empleando desde hace mucho tiempo como 
vector de expresión de proteínas dada su versatilidad, fácil manejo y relativo bajo coste 
(207). Además, la confirmación de la utilidad de larvas de Trichoplusia ni como 
biofactorías relativamente sencillas de crecer y manipular, económicas y con un gran 
rendimiento, hizo que, inicialmente, fuera el sistema seleccionado para el trabajo a 
desarrollar. De hecho, ya se había descrito (262) que, en el caso del VHE, las 
inmunoglobulinas inducidas reconocen mejor las proteínas expresadas en este sistema que 
en bacterias, posiblemente como consecuencia de una mayor exposición de epítopos 
específicos (262).  
 A la vista de estos antecedentes, se generaron dos baculovirus recombinantes. Uno 
de ellos expresa la proteína ORF2 completa del VHE de genotipo III y el otro una forma 
truncada de ésta, que carece de los primeros 111 aminoácidos. Esta forma truncada aparece 
de forma espontánea cuando la forma completa se expresa en cultivos de células de insecto 
Sf9 (262) y es capaz de ensamblarse por sí misma y formar partículas similares a los 
viriones (VLP) inmunoreactivas en cultivos de células de insecto Tn5 (135, 136).  
Células Sf21 de insecto  
La proteína ORF2r completa expresada en células de insecto Sf21 aparece como 
una forma proteica mayoritaria con un tamaño aparente de unos 78 kDa, así como otras 
especies de menor tamaño, 65-68 kDa. Con base en su composición aminoacídica su 
tamaño teórico sería de 72 kDa. Estas diferencias de tamaño observadas se pueden deber a 
diversos factores, como la inclusión de una cola de histidinas en la proteína recombinante, 
la inexactitud del sistema de estimación de tamaño molecular (WB), así como a posibles 
fenómenos de glicosilación sufridos por la proteína. En cualquier caso, se ha descrito que 
ORF2 se sintetiza como un precursor glicoproteico de alrededor de 82 kDa, que 
posteriormente se procesa para dar la proteína madura de unos 72 kDa, y que tiene tres 
sitios potenciales de glicosilación, pudiendo llegar a presentar un tamaño de 88 kDa (104, 
221, 254). Sin embargo, no parece que sea este el caso de ORF2r en el sistema de células 
de insecto utilizado, ya que, tal y como se discute más adelante, los ensayos con 
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tunicamicina sugieren que la proteína no se glicosila o que, al menos, esta no es del tipo N-
glicosilación. En cualquier caso, cuando la proteína ORF2 de genotipo I se ha expresado en 
diferentes líneas celulares de insecto (Sf21, Sf9, Tn5) se han descrito un abanico de 
especies proteicas cuyos tamaños oscilan entre los 30 y los 100 kDa (83, 87, 135, 136, 191, 
205, 262). Las otras especies de menor tamaño e intensidad observadas (65-68 kDa) son, 
muy probablemente, productos del procesamiento natural de la forma completa, para la que 
ya se ha descrito su truncamiento en la región de los primeros 111 aminoácidos en otras 
líneas celulares (262). Los datos de la cinética de expresión de esta proteína en las células 
Sf21 observados en este trabajo confirman esta hipótesis, puesto que el aumento en la 
proporción de las especies de menor tamaño es paralelo a la disminución de la proteína 
mayoritaria, claramente predominante a tiempos tempranos post infección. 
Por su parte, la forma truncada Δ(1-111)ORF2r expresada en células de insecto Sf21 
aparece como un doblete mayoritario de 65-68 kDa, similar al observado cuando se 
expresa la forma completa, además de alguna otra banda minoritaria. Con base en su 
composición aminoacídica su tamaño teórico sería de 59 kDa. De nuevo, este diferente 
tamaño observado podría deberse a los mismos factores mencionados anteriormente. Sin 
embargo, como se comenta más adelante, en este caso sí se observaron diferencias en su 
movilidad tras el tratamiento con tunicamicina lo que sugiere que, al contrario que ORF2r, 
la forma truncada Δ(1-111)ORF2r sí sufre fenómenos de N-glicosilación en el sistema 
empleado. En cualquier caso, de nuevo, el tamaño descrito para esta forma truncada de la 
proteína del genotipo I expresada en diferentes líneas celulares de insecto (Sf21, Sf9, Tn5) 
varía entre 50 y 62 kDa (135, 136, 205, 262). 
La cantidad de proteína obtenida de los extractos de células infectadas siempre fue 
mayor en el caso de la forma truncada que en la forma completa debido, muy 
probablemente, a que esta última se encuentra fuertemente asociada a componentes 
celulares, como ya se ha descrito para otras líneas celulares de insecto, Sf9 y Tn5, con 
proteínas recombinantes de otros genotipos (83, 87, 136).  
Larvas  de insecto (Trichoplusia ni)  
La expresión de las proteínas ORF2r completa y de la forma truncada Δ(1-111)ORF2r 
en larvas de insecto de Trichoplusia ni dio lugar, en ambos casos, a un doblete de un 
tamaño relativo de unos 62-65 kDa, similar al observado cuando se expresa la forma 
truncada en las células de insecto y a las especies minoritarias observadas al expresar la 
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forma completa. Ésta es la primera vez que la forma completa de ORF2 se expresa en un 
sistema larvario, y el tamaño detectado se debe, muy probablemente, al truncamiento de 
los 111 primeros aminoácidos del N-terminal, dada la similitud de los tamaños de estas 
especies con los observados en el sistema celular. Actualmente se desconocen cuáles son 
los mecanismos implicados en el procesamiento de ORF2, pero se ha postulado que 
pueden estar mediados tanto por proteasas del baculovirus (262) como de las células 
hospedadoras (136, 262).  
El tamaño observado para la forma truncada nuevamente fue mayor al esperado 
teóricamente, probablemente debido a los factores comentados con anterioridad incluyendo 
su capacidad de glicosilación, tal y como se ha observado previamente con una proteína 
similar de genotipo I (205).  
En el sistema larvario utilizado se observó una mayor cantidad de especies 
proteicas de menor tamaño que, como en el caso anterior, probablemente representen 
productos de degradación o intermedios madurativos. En cualquier caso, estas especies son 
específicas, puesto que reaccionan con los sueros positivos para IgG de cerdo y humano. 
Algunos son aparentemente productos del truncamiento en la región N-terminal, puesto 
que son reconocidas por anticuerpos anti-His, lo que indica que estas especies mantienen 
las colas de Histidinas incorporadas al extremo C-terminal de la proteína de fusión 
recombinante producida. 
b) El sistema de vaccinia 
Como segundo sistema de expresión se utilizó el virus vaccinia, empleado 
frecuentemente para la expresión de proteínas recombinantes (20, 137, 170, 224). 
De manera análoga a lo realizado en el sistema de baculovirus, se obtuvieron dos 
virus vaccinia recombinantes que expresan la forma completa de ORF2 y su forma 
truncada, respectivamente. Seguidamente, se comparó su expresión y aplicabilidad con la 
de las proteínas generadas en el sistema de baculovirus. 
La expresión de la proteína ORF2r-vv en células de mamífero BSC-1 o BHK-21  
origina una serie de proteínas cuyas masas moleculares se sitúan entre los 80 y los 90 kDa. 
En este sistema, el tamaño observado es mayor que el teórico y que el observado aquí en el 
sistema de baculovirus. Además de los factores mencionados antes y de la inclusión de un 
epítopo Myc adicional en la proteína de fusión, en este sistema de expresión también se 
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observaron procesos de N-glisosilación cuando los extractos proteicos fueron tratados con 
tunicamicina (ver más adelante). Por otro lado, el único trabajo en el que se ha expresado 
la proteína ORF2 completa de genotipo I utilizando el sistema del virus vaccinia describe 
un tamaño de 71 kDa en extractos de células TK-143B infectadas (33). 
Por su parte, la expresión de la forma truncada Δ(1-111)ORF2r-vv dio lugar a un 
doblete de entre 60 y 62 kDa, el cual, teniendo en cuenta la cola de His y el epítopo Myc 
que se le habían incorporado, es similar al tamaño teórico esperado. Estos resultados se ven 
apoyados por la ausencia de N-glicosilación, puesta de manifiesto en los experimentos 
desarrollados que se comentan a continuación. En cualquier caso, de nuevo, el tamaño 
descrito para este tipo de proteínas en los diversos sistemas celulares utilizados es bastante 
variable (135, 136, 205). 
Con el sistema de virus vaccinia la cantidad de forma completa y truncada 
expresada fue similar, lo que indica que en células de mamífero la forma completa no se 
encuentra tan asociada a componentes celulares como en los sistemas basados en insectos, 
o bien que los procesos usados para su extracción son más efectivos. 
En este sistema también se observó el truncamiento de la forma completa, aunque 
en menor medida que en el sistema de baculovirus.  
1.1 Estudio comparativo de los patrones de glicosilación de las proteínas 
recombinantes del VHE expresadas en el sistema de baculovirus o en el del virus 
vaccinia 
Dada la importancia que los procesos de glicosilación pueden tener en la correcta 
expresión de proteínas en sistema heterólogos, desde su correcto plegamiento hasta su 
transporte y la influencia de ello sobre las características antigénicas e inmunogénicas de 
las mismas, se llevó a cabo un estudio de la capacidad de N-glicosilación que presentaban 
las proteínas recombinantes expresadas en los distintos sistemas empleados, mediante el 
uso de un inhibidor de la N-glicosilación. 
Los experimentos relatados anteriormente mostraron que en ambos sistemas una de 
las dos formas de ORF2 expresada estaba glisosilada, pero, inesperadamente, en cada 
sistema la forma glicosilada era distinta, el ORF2 completo en el caso del virus vaccinia y 
la forma truncada en el caso de baculovirus. Hasta ahora, el único estudio publicado 
relativo a la glicosilación de ORF2 en larvas de insecto indica que la infección de larvas S. 
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litura con un recombinante que expresa la forma truncada produce una proteína glicosilada 
(205). 
En todos los estudios realizados hasta la fecha en células de mamífero transfectadas 
con vectores de expresión (73, 104, 212, 254), infectadas con el replicón del virus del 
bosque de Semliki (SFVr) (230) o mediante transcripción in vitro (73, 104, 254), la 
proteína ORF2 se expresa en forma glicosilada, hallándose en algunos casos, 
simultáneamente formas de ORF2 no glicosiladas. Únicamente en un trabajo se describen 
formas únicas no glicosiladas (73). En nuestro estudio, al igual que en el primero que 
describió la presencia de tres sitios potenciales de N-glicosilación (104), la forma truncada 
expresada en células Sf21 de insecto aparece glicosilada y presenta, al menos, tres formas 
de movilidades distintas. Un patrón similar se observó en la forma completa expresada en 
el sistema del virus vaccinia. 
La posible función de la glicosilación de la proteína ORF2 y el orgánulo celular en 
el que ésta ocurre han sido objeto de diversos estudios. Así, se ha descrito que la 
glicosilación tiene lugar en el RE (212, 254), dado que ORF2 posee una secuencia 
correspondiente a un péptido señal de direccionamiento a retículo (254). Sin embargo, 
otros trabajos han propuesto que la localización en el RE es en realidad un artefacto de su 
sobreexpresión en los sistemas celulares empleados y que su posible glicosilación sería a 
través de tres de sus regiones aminoacídicas cuya composición es similar a las secuencias 
sequon
1
 de glicosilación (73, 230). En favor de esta última hipótesis está el hecho de que la 
proteína ORF3 reacciona de forma preferente con la forma no glicosilada de ORF2 (235) y 
que la acumulación de ORF2 en el citosol es preferentemente en forma no glicosilada, de 
modo que esta forma sería más estable en células de mamífero (230). De hecho, los virus 
que carecen de envuelta no suelen tener proteínas glicosiladas, salvo excepciones como los 
Rotavirus (62). A pesar de lo expuesto, también se ha propuesto que la localización 
citoplásmatica de ORF2 depende de su capacidad de retrotranslocarse desde el RE, la cual 
depende de que ORF2 esté glicosilada (212), dado que se ha observado que a medida que 
aumenta la forma citosólica no glicosilada disminuye la forma glicosilada del RE, lo que 
viene refrendado por la acumulación de proteína no glicosilada que, con el tiempo, se 
observa en el citosol.  
 
(1) Sequon: secuencia consenso para N-glicosilación. Estas secuencias son de tres aminoácidos: Asn-X-Ser ó 
Asn-X-Thr, donde X puede ser cualquier aminoácido, excepto Pro. 
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Sorprendentemente, la expresión de ambas proteínas en los dos sistemas empleados 
mostró que únicamente una de las formas proteicas sufría procesos de N-glicosilación, la 
truncada en el sistema de baculovirus y la completa en el del virus vaccinia. Ambas formas 
poseen las secuencias sequon características de fenómenos de glicosilación. Sin embargo, 
el péptido señal de direccionamiento al RE no está presente en la forma truncada y, a pesar 
de ello, se glicosila en el sistema de baculovirus. Dado que desconocemos la localización 
celular de las proteínas expresadas en el sistema de baculovirus no podemos discernir si la 
forma truncada es capaz de alcanzar el RE, a pesar de carecer del péptido señal de 
direccionamiento a él y si la forma completa no se localiza en el RE, a pesar de conservar 
el péptido señal o si en este sistema celular la glicosilación de estas proteínas tiene lugar en 
el complejo de Golgi, al que sólo tendría acceso la forma truncada. 
Por otra parte, las proteínas expresadas en células de mamífero infectadas con los 
virus vaccinia recombinantes se localizan en el RE (ver a continuación), uno de los 
orgánulos de glicosilación de las células. Aún así, en los experimentos realizados, sólo se 
observaron procesos de N-glicosilación en la forma completa, ORF2r-vv, que en células 
infectadas con el virus vaccinia recombinante se acumula de forma preferente en el Golgi. 
Este hecho podría explicar los diferentes patrones observados en ambas proteínas 
Con el fin de discernir entre las diversas posibilidades se está planificado un estudio 
mediante el tratamiento de células infectadas con fármacos que provocan alteraciones en el 
complejo de Golgi. En cualquier caso, no se puede descartar que las proteínas 
recombinantes adquieran un plegamiento que no haga accesibles los sitios de glicosilación, 
o que éstas, de producirse, sean de naturaleza distinta a las N-glicosilaciones. 
1.2 Estudio de la localización celular de las proteínas recombinantes en células de 
mamífero infectadas con los virus vaccinia recombinantes 
La ausencia de un sistema de cultivo celular para el VHE ha originado que el 
estudio de la localización de las proteínas y enzimas víricas se realice en sistemas de 
expresión heterólogos, por lo que los resultados obtenidos deben interpretarse con cautela, 
al no mimetizar necesariamente el proceso natural. 
En este trabajo se emplearon dos líneas celulares de mamífero, BHK-21 y BSC-1, 
para estudiar la expresión y la localización celular de las proteínas tras la infección con los 
virus vaccinia recombinantes VV-ORF2 y VV-Δ(1-111)ORF2 mediante microscopía de 
fluorescencia convencional y confocal.  
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Los datos obtenidos indican que en el sistema empleado, la proteína ORF2r-vv 
completa se localiza tanto en el complejo de Golgi, donde se acumula con niveles de 
expresión muy altos, como en el RE, tal y como se observó al utilizar un anticuerpo anti-C-
Myc, o los anticuerpos monoclonales anti- Δ(1-111)ORF2r generados en esta tesis. 
Estudios previos de inmunofluorescencia en células permeabilizadas y sin 
permeabilizar, indicaban que la proteína ORF2 se localiza tanto en la superficie celular 
como intracelularmente (73, 104, 235, 254). Los datos obtenidos en esta tesis en células no 
permeabilizadas confirman que la forma completa ORF2r-vv también se localiza en la 
superficie de la célula, tal y como se ha descrito previamente (104, 254). 
 Por otro lado, varios trabajos han descrito también  que la forma glicosilada, o sin 
glicosilar, de ORF2 se localiza tanto en citosol, al cual accedería tras ser retrotranslocada 
desde el RE mediante un proceso que depende de que la proteína esté glicosilada, como 
asociada a membranas (212, 230, 231). Mediante microscopía confocal se ha descrito que 
tras la transfección de un tránscrito de la proteína ORF2 de genotipo I en células S10-3 ésta 
presentaba una localización citoplasmática, no observándose colocalización cuando se 
utilizaban marcadores del RE o del Golgi (73). Así pues, los datos publicados hasta la 
fecha no son concluyentes, habiéndose propuesto que ORF2 tiene una localización en 
superficie, pero también citoplasmática. 
Además, y si bien es cierto que debido a que ORF2 posee residuos ricos en manosa, 
se ha postulado (104) que esta proteína muy probablemente debería de circular por Golgi, 
lugar en el que es más frecuente que se incorpore este tipo de azúcar, tal hecho no se había 
observado hasta la fecha, de modo que los datos obtenidos en esta tesis son los primeros 
que describen la localización de ORF2 en el complejo de Golgi. 
 La localización de la forma truncada de ORF2 en células de mamífero nunca había 
sido abordada con anterioridad. Los datos obtenidos en esta tesis muestran que la proteína 
Δ(1-111)ORF2r-vv posee una localización característica y uniforme de RE. Una primera 
aproximación para explicar este hecho sería la presencia de un posible péptido señal de 
direccionamiento al RE en su región N-terminal, sin embargo, la forma truncada de esta 
proteína carece de dicho péptido y también se localiza en RE. La translocación de las 
proteínas en el RE puede ocurrir, al menos, por dos vías distintas: una dependiente de una 
partícula de reconocimiento del péptido señal (SRP) y otra independiente de ella (163). Por 
tanto, Δ(1-111)ORF2r-vv podría acceder al RE debido a la presencia de otras secuencias de 
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direccionamiento no identificadas aún, o a la presencia de una región hidrofóbica que se 
localiza próxima al C-terminal y que podría provocar la asociación de la proteína recién 
sintetizada a las membranas del RE. En cualquier caso y como se ha discutido en el caso de 
la forma completa, no se puede descartar que la proteína truncada interaccione con 
proteínas celulares o del virus vaccinia utilizado para su expresión, las cuales serían las 
encargadas de transportarla hasta el RE. La hipótesis de que las dos formas recombinantes 
de la proteína se localicen en el RE viene también apoyada por la observación de que 
ambas son capaces de interacccionar con el extremo 5´del ARN del VHE (213), así como 
por el hecho de que la replicasa viral también se localiza en el RE (186).  
El estudio de la localización de esta proteína en células no permeabilizadas ha 
mostrado la ausencia de la misma en la superficie celular, algo que era de esperar, ya que 
carece de la región N-terminal, que es la única que posee características hidrofóbicas que 
le permitan asociarse a membranas. 
En definitiva, y con las precauciones propias que conllevan este tipo de estudios en 
sistemas heterólogos, nuestros datos apuntan a una localización de ORF2 completa 
preferentemente en Golgi, pero también en  RE y superficie celular, mientras que la forma 
truncada se acumularía mayoritariamente en RE. 
 
2. DESARROLLO DE SISTEMAS DIAGNÓSTICOS BASADOS EN LAS 
PROTEÍNAS RECOMBINANTES GENERADAS 
El endemismo que el VHE presenta en áreas donde las condiciones sanitarias y de 
abastecimiento de aguas no son las adecuadas y la aparición de brotes epidémicos en las 
mismas; así como el incremento de casos reportados en Europa, incluyendo España, en los 
últimos años, han puesto de manifiesto la necesidad de disponer de herramientas 
diagnósticas fiables (4, 57, 96, 126, 127, 157, 247). Con este fin, se han venido 
desarrollando una serie de sistemas de detección de ARN del VHE y de anticuerpos 
específicos frente a él. En este último caso, ya hay disponibles algunos estuches 
comerciales, así como varios sistemas desarrollados en diversos laboratorios alrededor del 
mundo, que se basan en el uso de ORF2 y/o ORF3 recombinantes expresadas en sistemas 
heterólogos (4, 57, 96, 126, 127, 157, 247). A pesar de ello, se ha puesto de manifiesto que, 
en algunos casos, estos sistemas no son capaces de detectar infecciones causadas por virus 
de genotipo III, prevalente en Europa (88). A ello hay que añadir que los estuches están 
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diseñados para su uso en humanos y no en cerdos, que mayoritariamente se infectan por 
virus de genotipo III y que por lo tanto, necesitan ser modificados para su uso en estos 
animales, sin mencionar su elevado coste. Todos estos datos señalaban la necesidad de 
disponer de mejores sistemas diagnósticos. Con este fin se analizó la capacidad de las 
proteínas recombinantes generadas para la puesta a punto y validación, por primera vez, de 
sistemas de ELISA basados en proteínas de genotipo III y utilizables con sueros de 
especies distintas. 
Los resultados obtenidos han demostrado que las proteínas recombinantes 
generadas con los virus vaccinia y los baculovirus, en cultivos celulares o en larvas de 
insecto, son excelentes antígenos para ser empleados con fines diagnósticos con sueros 
porcinos y humanos, en el caso de los antígenos generados en baculovirus. Todas ellas 
presentan una elevada especificidad y sensibilidad. 
La concordancia entre los resultados de detección de IgG en sueros porcinos 
mediante ELISA en los que se usaron ambas formas de ORF2, completa y truncada, fue 
ligeramente menor, 94.5%, con las de vaccinia que con las de baculovirus, 99% en las de 
células y 100% en las de larvas. Los resultados de los antígenos de células y larvas con 
sueros humanos fueron semejantes. Los casos discordantes con sueros porcinos siempre 
fueron positivos en ELISA con los antígenos producidos en el sistema de insectos. El 
hecho de que estos sueros reconozcan en WB los antígenos de ambos sistemas sugiere que 
el plegamiento de la proteína es distinto, de manera que algunos epítopos quedan 
enmascarados cuando son expresados en vaccinia.  
Por otro lado, el reconocimiento similar observado con ambas formas de la proteína 
confirma los datos publicados por otros grupos (136, 244) indicando que los sueros de 
personas y animales convalecientes de una infección con el VHE reaccionan 
mayoritariamente contra epítopos localizados en el extremo carboxilo de la proteína, el 
cual está presente en las dos formas de ORF2 obtenidas en esta tesis. En cualquier caso y 
de acuerdo con lo observado en otros trabajos (83, 87, 136), la forma completa obtenida es 
aparentemente menos soluble, puesto que queda retenida en los extractos celulares de 
insecto más que la truncada y, por lo tanto, es esta última la que presenta mejores 
condiciones como candidato antigénico de uso diagnóstico. En el caso del virus vaccinia la 
producción de ambas formas determinada por WB es aparentemente similar, pero la 
especificidad de la forma truncada es mayor. Estas diferencias podrían estar relacionadas 
con las observadas en este trabajo, tanto en la localización celular de las proteínas, como 
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en los procesos de glicosilación que sufren y las consecuentes variaciones en el 
plegamiento y exposición de epítopos. Experimentos para clarificar estos aspectos se están 
llevando a cabo en el laboratorio. 
Una de las ventajas del uso del sistema de baculovirus para la expresión de 
antígenos es su relativa facilidad de manejo y su bajo coste. Ambas cualidades se ven 
potenciadas cuando se utilizan larvas de insecto como biofactorias en lugar de cultivos 
celulares. Los cálculos realizados con los datos obtenidos en esta tesis utilizando las 
condiciones idóneas puestas a punto para cada una de las proteínas ensayadas lo 
confirman. El rendimiento en cultivo celular estimado a partir de la infección de 9-12x10
6
 
células (crecidas en 75 cm
2
 de superficie) fue suficiente para realizar hasta 12000 
determinaciones individuales, mientras que el rendimiento obtenido a partir de 1 larva 
permite el análisis de entre hasta 6600 o 23000 determinaciones, dependiendo de que el 
antígeno sea la forma completa o la truncada, respectivamente. En el caso del sistema de 
vaccinia este rendimiento es menor, pudiendo llegar a realizarse entre 1500 o 7500 
determinaciones individuales en ELISA dependiendo de que el antígeno empleado sea la 
forma completa o truncada, respectivamente. 
Aunque la mayoría de los sueros testados en este estudio pertenecían a genotipo III, 
los sistemas desarrollados también fueron capaces de detectar los pocos sueros humanos y 
porcinos testados procedentes de infecciones por virus de genotipo I y IV, respectivamente. 
Aunque la efectividad de este tipo de ensayos para su aplicación en humanos en 
condiciones de baja endemicidad se ha puesto en entredicho (88), y a la espera de poder 
ensayar un mayor número de muestras, el sistema desarrollado en este estudio podría ser 
válido en tales circunstancias. 
 En conclusión y, si bien los antígenos obtenidos en todas las condiciones testadas 
se han mostrado eficaces en el reconocimiento de anticuerpos IgG anti-VHE en suero, las 
formas expresadas en el sistema de baculovirus presentan una mayor sensibilidad, un 
mayor rendimiento a menor coste y pueden usarse con sueros humanos y porcinos. De 
entre ellas, la forma truncada parcialmente purificada a partir de larvas infectadas es el 
antígeno que mejores prestaciones presentó para su posterior utilización en estudios 
epidemiológicos. 
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3. VALIDACIÓN DEL ELISA DESARROLLADO CON PROTEÍNAS 
PARCIALMENTE PURIFICADAS DE LARVAS DE INSECTO 
Como se ha comentado anteriormente, los sistemas comerciales de diagnóstico 
serológico para el VHE son escasos y todos ellos utilizan como antígenos ORF2 y/o ORF3 
de genotipo I y II. Estos estuches tienen un coste elevado, lo que dificulta su uso rutinario 
en regiones endémicas, en muchos casos con una economía prácticamente inexistente, 
donde las inadecuadas condiciones higiénicas favorecen el desarrollo de epidemias. 
Además, estos sistemas están desarrollados para ser empleados exclusivamente en 
humanos y no se han validado como herramientas para el diagnóstico de muestras 
porcinas. De hecho, la falta de validación y estandarización de los distintos métodos 
empleados en los estudios epidemiológicos realizados han originado que las prevalencias 
descritas sean muy variables. 
Por todo lo expuesto, se procedió a comparar el sistema de ELISA desarrollado con 
las proteínas parcialmente purificadas de larvas infectadas con los baculovirus 
recombinantes con uno de los estuches comerciales empleado más frecuentemente en la 
actualidad. La concordancia entre ambos sistemas fue buena, del 92.5% con sueros 
humanos y del 80% con los porcinos. Si bien en este último caso hay que tener en cuenta 
que el sistema comercial tuvo que modificarse para su uso en muestras porcinas. De 
cualquier modo, concordancias similares (85%) se han descrito cuando se han comparado 
tres estuches comerciales con muestras de un brote epidémico (159). De la misma forma, la 
concordancia en ELISA hallada para muestras humanas entre el estuche comercial 
ensayado aquí y otros sistemas basados en proteínas recombinantes de origen humano de 
genotipo I y porcino de genotipo IV mostraron concordancias del 90.3% y 92% 
respectivamente (12). 
Se ha descrito que, a pesar de la limitación que presenta en la posible detección de 
epítopos conformacionales, la detección de sueros por WB es más sensible que mediante 
ELISA (88), por lo que se ha propuesto su uso como ensayo de referencia o gold-standard. 
El análisis realizado mediante WB en esta tesis mostró una buena especificidad de ambos 
sistemas (96.4%) con sueros humanos y una mayor especificidad del ELISA desarrollado 
en este estudio con sueros porcinos (100% vs 88.2%). Estos datos concuerdan con los 
publicados recientemente (88, 138) mostrando especificidades del 92-93% en muestras 
humanas, menores a las proporcionadas por los fabricantes del estuche comercial.  
_________________________________________________________________Discusión 
139 
De modo similar, la sensibilidad mostrada por el ensayo basado en la forma 
truncada con sueros porcinos (96.9%) y humanos (100%) fue muy buena e incluso mayor 
que la obtenida con el estuche comercial (75% y 83% para sueros humanos y porcinos 
respectivamente). Estos valores son similares (86-88%) a los descritos durante el desarrollo 
de esta tesis en pacientes infectados con genotipo III procedentes de áreas de bajo 
endemismo (88, 138). Los pocos sueros porcinos (n=3) y humanos (n=1) que resultaron 
positivos con el estuche comercial y negativos con los ELISA y WB desarrollados en este 
estudio podrían estar reaccionando con ORF3, presente sólo en el sistema comercial.  
En resumen, los resultados obtenidos en la validación del sistema de ELISA puesto 
a punto demuestran su utilidad para la detección de infección con el VHE tanto en 
poblaciones humanas como porcinas. 
 
4. DETECCIÓN MOLECULAR Y ESTUDIO DE LA SEROPREVALENCIA DEL 
VHE EN LA CABAÑA PORCINA ESPAÑOLA 
a) Detección serológica 
Los datos de seroprevalencia de IgG anti-VHE en cerdos (20.4%) y granjas (81.2%) 
encontrados en este estudio indican que la infección está ampliamente distribuida en la 
cabaña porcina española, siendo significativamente mayor en animales adultos (30.2%) 
que en jóvenes (15.5%). Datos aparecidos muy recientemente (206) describen una 
prevalencia similar en granjas (98%) y en animales (42%) del Noroeste de España, la cual 
es mayor también en adultos (61% vs 38%). En cualquier caso, la seroprevalencia descrita 
en distintas regiones del mundo es muy variable, 15-80% (10, 45, 197, 217, 253).  
Cuando se analizaron los datos en las distintas provincias muestreadas se observó 
que en todas ellas había animales con serología positiva y que la prevalencia era también 
muy variable, 2.5-26.4%, tanto en animales jóvenes (0-20%) como adultos (4.8-37%). 
Seroprevalencias dispares en zonas geográficas próximas entre sí también han sido 
descritas en Canadá, 38.3-88.8% (70), y China, 11-100%, (253). 
En un grupo de granjas de 3 regiones geográficas distintas se recogieron muestras 
de sangre de 620 animales a distintos tiempos (3, 5, 7, 15 y 20 semanas de edad), si bien 
estas muestras se recogieron aleatoriamente, de modo que no en todos los casos 
correspondían al mismo animal, sino a animales de una misma explotación. Los datos de 
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prevalencia de IgG anti-VHE en estas muestras indicaron que en la tercera semana de vida 
el 6.9% de los cerdos eran positivos, disminuyendo en las siguientes semanas hasta 
alcanzar un 1.4% en la semana 11, para volver a aumentar hasta alcanzar valores (31%) a 
las 15 semanas similares a los observados en la población adulta en las diferentes regiones 
estudiadas (32%). Estos datos son comparables a los detectados en un estudio similar 
realizado en una única granja (111) y sugieren que los anticuerpos específicos detectados 
en los animales más jóvenes (3 semanas) corresponden a anticuerpos transferidos por las 
madres, los cuales van desapareciendo con el tiempo hasta que unas semanas después, una 
vez perdida la inmunidad materna, una proporción considerable de los animales se infecta 
con el virus circulante en la granja y desarrolla anticuerpos propios. 
b) Detección molecular 
Dado que no se dispone de un cultivo celular susceptible, la determinación de la 
presencia de una infección activa se realiza mediante la detección del ARN vírico en heces 
o sueros. Los datos obtenidos en este estudio indican que un número considerable de 
animales (18.8%) presenta una infección activa, siendo ésta significativamente más 
frecuente en animales jóvenes (25.7%) que en adultos (13.9%). De nuevo, los datos de 
presencia de ARN del VHE descritos en la población porcina de diferentes regiones 
alrededor del mundo son muy variables, 2-60% (10, 45, 49, 65, 93, 121, 178, 193, 194, 
197, 206, 217, 238, 253). La disparidad de datos puede deberse, al menos parcialmente, a 
las diferencias entre los sistemas de detección empleados. 
En el caso de España, los dos únicos trabajos publicados hasta la fecha, han descrito 
prevalencias de ARN de la población porcina ligeramente superiores (23-38%) a los 
observados en este estudio (49, 65). Los datos publicados sobre la presencia de ARN del 
VHE en animales de distintas edades son difíciles de comparar entre sí debido a las 
diferencias metodológicas aplicadas y a la distribución por edades de los mismos. Así, se 
han descrito prevalencias del 86.7% en animales de 12-20 semanas (206), pero también del 
32%, 11% y 5% según los animales tuvieran entre 5-12, 13-20 o más de 25 semanas de 
edad (65). Un estudio similar llevado a cabo en Corea mostró prevalencias del 6.3% en 
lechones lactantes, del 16.3% en los lechones destetados, del 38% en los animales de cebo 
y del 9.3% en los adultos (121). Estos datos ponen de manifiesto la variabilidad de 
resultados obtenidos, incluso dentro de una misma región, pero confirman, tal y como se 
ha observado en este estudio, que el número de infecciones activas es mayor en animales 
jóvenes. 
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El análisis de la presencia de ARN del VHE en las granjas también confirmó su 
gran difusión por la geografía de España. El 47.2% de las granjas incluidas en el estudio 
presentaba, al menos, un animal con infección activa. Los datos de otras regiones muestran 
prevalencias de alrededor del 50%, similares a las halladas en nuestro estudio (93, 193). En 
el presente trabajo se observó que, si bien la presencia de animales con ARN del VHE era 
mayor en granjas de animales jóvenes que de adultos (60% vs 38.1%), estas diferencias no 
alcanzaban significación estadística, habiendo además una gran variación en el número de 
animales infectados en las diferentes granjas. En algunas de ellas no se detectó ningún 
animal infectado, mientras que en otras la totalidad de los animales testados lo estaban en 
el momento del muestreo. 
El análisis filogenético realizado con las secuencias amplificadas demostró que, 
como en el resto de los países europeos (140) incluyendo España (65, 206), todas ellas 
pertenecían al genotipo III. De forma similar, los análisis de secuencias de aislados 
porcinos de otras regiones donde también circula el genotipo IV ponen de manifiesto que 
aunque existe una distribución de genotipos más heterogénea, ésta es predominantemente 
de genotipo III (121). 
c) Prevalencia de ARN del VHE e IgG anti-VHE. 
El análisis de IgG anti-VHE en el mismo subgrupo de cerdos en los que se 
determinó la presencia de ARN del VHE mostró que el 39.5% de los animales presentaba 
anticuerpos específicos, independientemente de la edad de los cerdos. Dado que los 
animales jóvenes de este subgrupo tenían entre 9 y 25 semanas de edad, los datos son 
coherentes con los obtenidos en el estudio de seroprevalencia de la población porcina en 
las distintas regiones analizadas, así como con el estudio de prevalencia en animales 
jóvenes de distintas edades, y confirman que, un vez perdidos los anticuerpos maternos, los 
cerdos son capaces de infectarse y desarrollar una respuesta inmune específica. 
Los datos de la estimación de IgG anti-VHE y ARN del VHE en el mismo grupo de 
animales indican que aproximadamente la mitad de ellos no habían tenido contacto con el 
virus, puesto que no presentaban ninguno de los dos marcadores analizados. Por otra parte, 
el 12% presentaba signos de una infección reciente, dado que en ellos se detectó ARN, 
pero no anticuerpos específicos. De nuevo, y confirmando los datos anteriores, la 
proporción de animales positivos para el ARN era mayor entre animales jóvenes que entre 
adultos (17.1% vs 8.5%), indicando que la infección ocurre principalmente a edades 
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tempranas. Únicamente el 6.7% de los animales estudiados tenían ambos marcadores en 
sangre, siendo en este caso similares los valores encontrados en cerdos jóvenes y adultos. 
Finalmente, una tercera parte de los cerdos (32.8%), presentaron IgG específica, pero no 
ARN del VHE, independientemente de la edad del animal lo que, de nuevo, refleja el 
hecho de que la mayoría de los animales jóvenes estudiados en este grupo tenían más de 15 
semanas de edad. 
Así pues, todos los datos de prevalencia de anticuerpos anti-VHE y ARN del virus 
indican que el VHE circula habitualmente en las granjas de cerdos de cebo y lo continúa 
haciendo en las granjas de cerdas reproductoras. Para que una infección progrese en una 
población la proporción de animales infectados debe de situarse entre el 20-30% pero, por 
otra parte, en poblaciones estables, cuando el número de animales inmunizados es superior 
al 70-80%, la infección debería detenerse. En base a ello y a los datos obtenidos en este 
trabajo, lo esperable sería que esto último fuera lo que ocurriera en la cabaña porcina. Sin 
embargo, dado que los animales que no se dedican a la reproducción, suelen ser 
sacrificados a los 6 meses de edad, cuando la infección aún sigue propagándose, 
probablemente en esta población no se alcanzan los niveles de inmunidad necesarios para 
impedir que el virus continúe circulando en este tipo de explotaciones. Utilizando el mismo 
argumento, y asumiendo que la presencia de IgG específica es indicativa de la 
inmunización de la población, dados los porcentajes de anticuerpos detectados en los 
animales adultos, sería esperable que la infección se detuviera en las granjas de cerdas 
reproductoras. No obstante, en estas explotaciones el porcentaje de reposición anual de 
animales varía entre el 25-40%, por lo que, dado el porcentaje de animales jóvenes sin 
inmunizar observado, es esperable que el 20-30% de los animales que se introducen en las 
granjas para reponer la población esté sin inmunizar, lo que sumado a los animales no 
infectados / inmunizados remanentes en las explotaciones de cerdas reproductoras, 
permitiría que el virus siguiera circulando. Así pues, los datos obtenidos sugieren que la 
dinámica de la infección con el VHE presenta indicios de que, en la situación actual de las 
explotaciones, la hepatitis E se convertirá en endémica en el ganado porcino español. 
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5. ESTUDIO DE LA INMUNOGENICIDAD DE LAS PROTEÍNAS 
RECOMBINANTES EN EL MODELO MURINO 
El desarrollo de vacunas frente al VHE presenta el inconveniente de la falta de un 
modelo animal de experimentación adecuado. Hasta la fecha, los únicos animales válidos 
eran los primates, pero en éstos, el desarrollo de la enfermedad no mimetiza 
completamente lo que ocurre en humanos, especialmente en hembras preñadas en las que 
no se origina la mortandad observada en mujeres embarazadas ni se ve comprometida la 
viabilidad de fetos y crías (7, 234). Además, la utilización de primates entraña diversas 
dificultades de carácter ético, económico y logístico.  
La reciente descripción de la infección en cerdos, la similitud entre las secuencias 
que infectan a éstos y a humanos, y a pesar de que la enfermedad en el ganado porcino 
cursa de modo asintomático, abre la posibilidad de usar estos animales como modelos para 
el ensayo de vacunas. 
Con el fin de llevar a cabo una primera aproximación al posible uso de las proteínas 
recombinantes generadas como inmunógenos, se llevaron a cabo experimentos de 
inmunización en ratones, de modo que los resultados obtenidos, en el caso de ser 
satisfactorios, pudieran ser transferidos al modelo porcino. En cualquier caso, hay que 
reseñar que en los ratones no se pudo determinar la capacidad protectora de los candidatos 
vacunales ensayados dado que no son susceptibles a la infección, si bien muy 
recientemente, y con posterioridad al inicio de los experimentos aquí descritos, se ha 
publicado la infección experimental de cepas de ratones Balb/c sin timo (92). De 
confirmarse estos datos, se dispondría de un modelo de experimentación más económico y 
manejable.  
5.1 Producción de anticuerpos específicos 
Todos los ratones inmunizados, tanto con ORF2 completa como con la forma 
truncada, desarrollaron anticuerpos específicos frente al VHE, si bien, en el caso de la 
forma completa la respuesta inducida varió en función de la dosis administrada y del 
número de inmunizaciones recibidas, de modo que se requirieron dos inmunizaciones de, 
al menos, 10µg de proteína/ratón para alcanzar niveles detectables de anticuerpos. Por otra 
parte, los títulos de anticuerpos aumentaron considerablemente en todos los casos tras la 
tercera inmunización y permanecieron elevados hasta la conclusión del experimento, 4 
meses tras la primera inmunización.  
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Además, los niveles de anticuerpos generados en los ratones siempre fueron 
mayores cuando se utilizó como inmunógeno la forma truncada de ORF2. Aunque hay 
datos que indican que la capacidad inmunogénica de distintas construcciones 
recombinantes depende de la presencia de un posible epítopo inmunodominante localizado 
en los aminoácidos 609-660 del C-terminal de la proteína (135, 188), éste no parece ser el 
caso en el estudio descrito aquí puesto que ambas proteínas recombinantes mantienen la 
región C-terminal invariable. Un factor que puede contribuir a explicar las diferencias 
encontradas es el hecho de que, en el sistema de expresión empleado y tal y como ponen de 
manifiesto los resultados comentados anteriormente, sólo la forma truncada se glicosila, lo 
que puede influir en el plegamiento de la misma y, consecuentemente, en la exposición de 
epítopos, así como en el hecho de que en muchas ocasiones las proteínas glicosiladas son 
más inmunogénicas (50).  
Resultados similares con un 100% de ratones inmunizados se observaron con los 
inmunógenos expresados en el sistema del virus vaccinia. En este caso, mientras que la 
forma completa de ORF2 originó la producción de anticuerpos específicos tras dos 
inmunizaciones con la dosis más pequeña (10
5
 ufp/ratón), con la forma truncada se 
requirieron tres inyecciones con la dosis más elevada (10
6
 ufp/ratón) para lograr inmunizar 
al 100% de los ratones. De nuevo, los datos de glicosilación podrían estar influyendo en la 
diferente inmunogenicidad de ambas proteínas recombinantes dado que, como se ha 
comentado anteriormente, en el sistema del virus vaccinia es la forma completa y no la 
truncada la que se glicosila. 
En conclusión los resultados observados ponen de manifiesto el valor de los 
inmunógenos ensayados como posibles candidatos vacunales, los cuales está previsto que 
se utilicen a lo largo de los próximos meses en el modelo porcino. 
5.2 Estudios de las rutas de transmisión vertical de la  inmunidad adquirida 
Con el fin de estudiar la capacidad de las hembras inmunizadas para transferir 
anticuerpos específicos a su progenie y las rutas por las cuales podría ocurrir dicha 
transferencia, se preñaron ratonas previamente inmunizadas y se analizó la presencia de 
anticuerpos en sus crías. Para poder discernir entre transferencia transplacentaria o por 
lactancia, crías de madres inmunizadas y no inmunizadas fueron intercambiadas tras el 
parto, de modo que las madres inmunizadas amamantaron tanto a sus propios hijos como a 
hijos de madres sin inmunizar y lo mismo hicieron las madres no inmunizadas. 
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Todas las crías de madres inmunizadas presentaron anticuerpos específicos, 
independientemente del inmunógeno y del sistema de expresión utilizado, tanto si fueron 
amamantadas por sus propias madres, como si lo fueron por madres sin inmunizar. 
Mientras que, en el primer caso, no se puede discernir si la inmunización vertical ocurrió 
por vía intrauterina o por lactancia, en el segundo, la única posibilidad es que las crías 
adquirieran la inmunidad de modo transplacentario, dado que fueron criadas por madres no 
inmunizadas.  
Por otra parte, se observó que la inmunidad adquirida tras la inmunización con 
antígenos expresados en el sistema de baculovirus era más duradera, dado que 18 días tras 
el parto en todas las crías se seguían detectando anticuerpos específicos, mientras que a 30 
d.p.p. ya únicamente la mitad de los animales los presentaban. Por el contrario, en los 
animales cuyas madres habían sido inmunizadas con antígenos expresados por los virus 
vaccina recombinantes, el porcentaje de crías con anticuerpos disminuía rápidamente tras 
el parto, de modo que 18 días después únicamente se podían detectar en un cuarto de los 
animales y 30 d.p.p. no se detectaban en ninguno de ellos. 
Los datos obtenidos también demostraron que había una transmisión eficiente de 
anticuerpos específicos a través de la leche. Se detectaron anticuerpos en el 100% de las 
crías de madres no inmunizadas que fueron amamantadas por madres que sí lo estaban. La 
inmunidad en estos animales se mantuvo hasta, al menos, 30 d.p.p., cuando los animales ya 
llevaban un mínimo de 7 días destetados. Estos resultados fueron similares tanto en los 
animales que habían mamado calostro como en aquellos que no lo habían hecho. 
Estos datos indican que, en el modelo murino, la transmisión de anticuerpos 
específicos IgG generados por la inmunización con proteínas recombinantes, obtenidas 
tanto en el sistema del virus vaccinia como, especialmente, en el de baculovirus es 
eficiente tanto por vía transplacentaria como por lactancia 
 
6. GENERACIÓN DE ANTICUERPOS MONOCLONALES 
Los AcMo son herramientas de laboratorio muy útiles con un amplio espectro de 
aplicaciones, que pueden ir desde la puesta a punto de sistemas de detección mediante 
técnicas inmunológicas (ELISA, WB, inmunofluorescencia, etc.), purificación de proteínas 
por inmunoafinidad, estudio de la localización intracelular de proteínas víricas, 
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localización y caracterización de epítopos, estudio de los mecanismos de neutralización de 
la infectividad, etc. 
Hasta la fecha hay pocos AcMo frente al VHE descritos en la literatura (51, 56, 86, 
130, 141, 204, 257, 258) y ninguno de ellos está generado contra proteínas de genotipo III. 
Por ello y, una vez establecida la capacidad inmunogénica de las proteínas recombinantes 
generadas, se obtuvieron anticuerpos monoclonales murinos que fueron parcialmente 
caracterizados. Estos anticuerpos son capaces de reconocer, tanto en ELISA como en WB, 
todas las proteínas recombinantes generadas. Además, se ha demostrado su utilidad en 
ensayos de inmunoflourescencia. Es más, los ensayos de competición realizados indican 
que los dos AcMo más caracterizados reconocen epítopos diferentes. 
En estos momentos se está procediendo a una mejor caracterización de los epítopos 
reconocidos por ambos anticuerpos mediante la expresión de construcciones 
recombinantes solapantes que cubren la proteína ORF2 entera. Así mismo, los dos AcMo 
se han enviado al laboratorio del Dr. X.J. Meng (Regional College of Veterynary Medicine 
at Virginia Tech, E.E.U.U.), para determinar su utilidad como reactivos para el 
reconocimiento de antígenos víricos en tejidos de cerdos infectados, y al del Dr. W. van 
der Poel (Central Veterinary Institute at Lelystad, Holanda), para la determinación de su 
capacidad neutralizante en un sistema de cultivo celular recientemente desarrollado por 
ellos y aún no publicado. 
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1. Las proteínas ORF2r y Δ(1-111)-ORF2r del VHE se expresan eficientemente en células 
de insecto Sf21 infectadas con los baculovirus recombinantes BAC-ORF2 y BAC-Δ(1-
111)-ORF2, respectivamente. ORF2r aparece como una proteína mayoritaria de unos 78 
kDa junto con algunas especies reactivas de menor masa de alrededor de 65 y 68 kDa y 
Δ(1-111)-ORF2r como un doblete mayoritario de entre 65 y 68 kDa junto a otras especies 
minoritarias, que en conjunto varían entre los 62-70 kDa, de las cuales, al menos tres 
formas están N-glicosiladas. 
 
2. Las proteínas ORF2r y Δ(1-111)-ORF2r expresadas en larvas de insecto de Trichoplusia 
ni infectadas con los baculovirus recombinantes BAC-ORF2 y BAC-Δ(1-111)-ORF2, 
respectivamente, dan lugar en ambos casos a un doblete de 62-65 kDa con un 
rendimiento notablemente mayor de la forma truncada. 
 
 
3. La proteína ORF2r-vv y Δ(1-111)-ORF2r-vv del VHE se expresan eficientemente en 
células de mamífero BSC-1 y BHK-21 infectadas con los virus vaccinia recombinantes 
VV-ORF2 y VV-Δ-(1-111)-ORF2, respectivamente. ORF2r-vv aparece como un conjunto 
de bandas de entre 80-90 kDa, con al menos tres formas N-glicosiladas y Δ(1-111)-
ORF2r-vv aparece como un doblete de entre 60-62 kDa. 
 
4. La proteína ORF2-vv en células BSC-1 y BHK-21 infectadas con el virus vaccinia 
recombinante VV-ORF2 se localiza en RE, en el complejo de Golgi y en la superficie 
celular, mientras que en estas células infectadas con el virus vaccinia recombinante 
VV-Δ-(1-111)-ORF2 la proteína Δ(1-111)-ORF2r-vv aparece localizada en el RE 
 
5. Todas las proteínas recombinantes generadas son eficaces en la detección de 
anticuerpos específicos frente al VHE en sueros porcinos y, en el caso de las proteínas 
generadas en baculovirus, también en sueros humanos, obteniéndose los mejores 
resultados con la proteína truncada Δ(1-111)-ORF2r parcialmente purificada de extractos 
de larvas infectadas. Los ELISA desarrollados presentaron una muy buena 
especificidad y sensibilidad cuando se compararon con un estuche comercial de uso 
habitual. 
6. El VHE está ampliamente extendido en la cabaña porcina española. La mitad de las 
granjas analizadas presentaron, al menos, un animal con ARN vírico en sangre, lo que 
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representa un cuarto de los animales analizados, siendo mayor la prevalencia en 
animales jóvenes. Del mismo modo, en una quinta parte de las muestras analizadas se 
detectó IgG anti-VHE, siendo en este caso mayor la prevalencia en animales adultos. 
Esta serología positiva está presente en más de tres cuartos de las granjas analizadas. 
 
7. El genotipo predominante del VHE en la cabaña porcina española es el genotipo III 
 
8. Todas las proteínas recombinantes generadas son eficaces como inmunógenos, 
originando títulos elevados de anticuerpos específicos cuando se inoculan en ratones  
 
9. Los hijos nacidos de madres inmunizadas adquieren inmunidad pasiva tanto por vía 
intrauterina como por lactancia. 
 
10. Los anticuerpos monoclonales 4G11 y 2F8 generados contra la proteína parcialmente 
purificada Δ(1-111)-ORF2r son una buena herramienta de investigación y diagnóstico.  
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Figura I. Inmunofluorescencia mediante doble marcaje con anti-C-Myc y WGA de células BHK-21 
infectadas con los virus vaccinia recombinantes. Las células BHK-21 infectadas (MDI de 1 ufp/célula) con 
los virus vaccinia recombinantes VV-ORF2 (A) y VV-Δ(1-111)ORF2 (B), virus vaccinia WR (C) o sin infectar 
(D), se fijaron a las 7 h.p.i. con Metanol absoluto y se incubaron primero con un anticuerpo monoclonal de 
ratón anti-C-Myc (a dilución 1:200), seguido de un anticuerpo anti-ratón AlexaFluor-488 (a dilución 1:500) y 
la lectina WGA conjugada a un fluorocromo Alexa Fluor-594 (a dilución 1:300).  
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Figura II. Inmunofluorescencia mediante doble marcaje con anti-C-Myc y anti-calnexina, de células 
BSC-1 infectadas con los virus vaccinia recombinantes. Las células  BHK-21 infectadas (MDI de 1 
ufp/célula) con los virus vaccinia recombinantes VV-ORF2 (A) y VV-Δ(1-111)ORF2 (B), virus vaccinia WR 
(C) o sin infectar (D) se fijaron a las 7 h.p.i. con Metanol absoluto y se incubaron primero con un anticuerpo 
monoclonal de ratón anti-C-Myc (a dilución 1:200) y un anticuerpo monoclonal de conejo anti-calnexina (a 
dilución 1:100), seguido de un anticuerpo anti-ratón Alexa Fluor-488 (a dilución 1:500) y un anticuerpo anti-
conejo Alexa Fluor-594 (a dilución 1:400). Los recuadros blancos reflejan zonas de la célula ampliadas para 
apreciar mejor la colocalización. 
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Figura III.: Doble marcaje con anti-C-Myc y anti-calreticulina. Las células BSC-1 infectadas  (MDI de 1 
ufp/ célula) con los vaccinias recombinantes VV-ORF2 (A), VV-Δ(1-111)ORF2 (B), virus vaccinia WR (C) o 
sin infectar (D), se fijaron a las 7hpi con Metanol absoluto y se incubaron en primer lugar con  un anticuerpo 
monoclonal de ratón anti-C-Myc (1:200) y un anticuerpo monoclonal de conejo anti-calreticulina (1:300) , 
seguido de un anticuerpo anti-ratón Alexa-Fluor- 594 (1:400) y un anticuerpo anti-conejo Alexa-Fluor- 488 
(1:500). Los recuadros blancos hacen referencia a las zonas de la célula ampliadas para apreciar mejor la 
colocalización. 
